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Capitolo 1
Introduzione
1.1 I tannini: storia, complessita` e ruolo
1.1.1 Struttura chimica e classificazione
Nella letteratura botanica e` sempre stato dato un ampio significato al
termine tannino. Sono molti, infatti, gli autori che, parlando dei tannini, li
hanno considerati come una singola entita`. Basti considerare che il termine
“acido tannico” e` stato frequentemente usato, impropriamente, come termine
generico per indicare i tannini (Haslam, 1966). In realta` questi composti sono
un gruppo di sostanze fenoliche, altamente polari e idrosolubili, aventi un
peso molecolare variabile dai 300 ai 3000 Dalton (White, 1957; Mingshu et
al., 2006) e caratterizzate da una proprieta` distintiva, ossia la capacita` di
combinarsi con proteine, cellulosa, gelatina (Spencer et al., 1988) e pectina
per formare complessi sia solubili che insolubili (Swain e Bate-Smith, 1962).
Haslam (1998), nel tentativo di enfatizzare la molteplicita` di gruppi fe-
nolici caratteristici di tali composti, ha sostituito il termine di riferimento
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tannini con la definizione polifenoli. Ha inoltre osservato che, in letteratura,
non solo sono stati riportati pesi molecolari di 20.000 Da, in riferimento ai
tannini (Jones et al., 1976), ma e` stata segnalata anche la loro capacita` di
complessare certi polisaccaridi, in aggiunta a proteine ed alcaloidi. Il punto
principale della questione, pero`, e` che non sono solo i tannini ad essere capaci
di legare e precipitare le proteine bens`ı esistono altri composti fenolici, quali
il pirogallolo e il resorcinolo, che possiedono la medesima capacita`.
Da questo punto di vista, una delle definizioni piu` soddisfacenti sui tannini
e` stata data da Horvath (1981) che definiva tale ciascun composto fenolico, di
peso molecolare sufficientemente elevato, contenente gruppi idrossilici ed altri
gruppi, come i carbossilici, in numero sufficiente da formare complessi forti
con le proteine ed altre macromolecole, in particolari condizioni ambientali.
La parola tannino e` molto antica e riflette una tecnologia tradizionale.
Deriva, infatti, da una parola celtica con cui veniva chiamata la quercia uti-
lizzata come tipica fonte di tannini per la concia del cuoio (Hagerman, 1998).
Il “tannin” e` il processo di conversione delle pelli animali in cuoio effettuato
mediante l’utilizzo di estratti vegetali di varia provenienza. Questa attivita` e`
conferita proprio dall’abilita` dei composti tannici di interagire e precipitare
le proteine (Bath et al., 1998).
I tannini sono metaboliti secondari delle piante e si distinguono da al-
tri composti fenolici grazie alla loro reattivita` chimica e alle loro attivita`
biologiche (Haslam, 1989; Hagerman, 1998; Haslam, 1998). Sulla base del-
le loro caratteristiche strutturali, i tannini possono essere classificati in tre
gruppi distinti che vedono: tannini idrolizzabili, tannini condensati, definiti
proantocianidine (Freudenberg, 1920; Haslam, 1989) e tannini catechine.
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I tannini idrolizzabili, come dice il termine stesso, sono sostanze soggette a
processi di idrolisi sia in presenza di acidi o basi deboli, che di enzimi (Haslam,
1966; 1989). Si tratta di molecole che hanno come nucleo centrale un poliolo
non aromatico, generalmente uno zucchero (D-glucosio), i cui gruppi idros-
silici si presentano parzialmente o totalmente esterificati con gruppi fenolici,
tipo l’acido gallico o l’acido ellagico, a dare rispettivamente gallotannini ed
ellagitannini (Figura 1.1).
Figura 1.1: Rappresentazione della struttura chimica delle due principali tipologie di
tannini idrolizzabili.
Attualmente alcuni Autori hanno definito altre due categorie di com-
posti all’interno dei tannini idrolizzabili rappresentate dai taragallotannini,
aventi gli acidi gallico e quinico come nucleo centrale, e dai caffetannini,
caratterizzati invece dagli acidi caffeico e quinico.
In particolare, i gallotannini sono i piu` semplici tannini idrolizzabili deri-
vati dalla molecola energetica β-glucogallina (Gross, 1983a; Mock e Strack,
1993; Niemetz e Gross 2005). I gruppi fenolici che esterificano con il nucleo
della molecola sono talvolta costituiti da dimeri o oligomeri dell’acido gallico
in cui ciascun monomero prende il nome di galloil. Il numero di gruppi galloil
di un gallotannino e` variabile e ne determina il peso molecolare. Il prototi-
po di gallotannino e` rappresentato dal pentagalloilglucosio (Figura 1.2). Gli
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esteri mono e digalloil del glucosio sono particolarmente abbondanti in na-
tura ma non sono da considerarsi tannini. Infatti, per poter classificare una
sostanza con tale accezione e` necessario che almeno tre gruppi idrossilici del
glucosio siano esterificati.
Figura 1.2: Rappresentazione della struttura chimica del gallotannino pentagalloilgluco-
sio.
La transizione da gallotannini semplici a gallotannini complessi consiste
nell’aggiunta di diversi residui galloil al pentagalloilglucosio per formare i
caratteristici gruppi depsidici. Questo processo puo` essere considerato come
una continuazione delle reazioni di esterificazione; tuttavia occorre sottolinea-
re che l’acido gallico si combina a idrossili fenolici le cui proprieta` chimiche
sono significativamente differenti da quelle dei gruppi idrossilici alifatici del
glucosio (Niemetz e Gross, 2005).
L’acido tannico ottenuto dalle galle provocate da alcuni insetti sui rami
di Rhus semialata e` la fonte piu` conosciuta di gallotannini. E’ una molecola
di pentagalloil-D-glucosio che lega, ad uno dei galloil del nucleo, altre cinque
unita` di galloil e presenta la formula empirica: C76H52O46 (Figura 1.3). A
livello commerciale, pero`, le preparazioni disponibili sono misture eterogenee,
e variabili, di esteri galloil che portano un peso molecolare nominale, per
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l’acido tannico, di 1294 g mol−1 (Hagerman, 2002).
Figura 1.3: Rappresentazione della struttura chimica dell’acido tannico.
Le matrici dalle quali e` possibile estrarre i gallotannini sono rappresentate
da Caesalpina spinosa, Terminalia chebula, Castanea sativa (Bath et al.,
1998), la gia` citata Rhus semialata, Quercus infectoria, Rhus coraria e R.
typhina (Hagerman, 1998).
Gli ellagitannini, in contrasto alla distribuzione piuttosto limitata dei gal-
lotannini, sono i costituenti tipici di molte famiglie vegetali e presentano una
notevole variabilita` strutturale che, insieme al loro ruolo recentemente ri-
conosciuto come agenti chemioterapeutici (Okuda et al., 1989), ha attratto
l’attenzione degli studiosi (Khanbabaee e Van Ree, 2001). Queste moleco-
le presentano come gruppo fenolico l’acido esaidrossidifenico che, in solu-
zione acquosa, spontaneamente lattonizza ad acido ellagico (Mahadevan e
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Sivaswamy, 1985) (Figura 1.4).
Figura 1.4: Rappresentazione schematica della reazione di lattonizzazione dell’acido
ellagico.
L’acido ellagico e` un composto non semplice da idrolizzare a causa del
legame carbonio-carbonio che unisce il residuo polifenolico all’unita` poliolo
(Figura 1.5). Inidipendentemente da tale aspetto, gli ellagitannini, composti
aventi un peso molecolare variabile dai 2000 ai 5000 Da (Cannas, 2002),
sono classificati, per ragioni storiche, tra i tannini idrolizzabili (Zhang et al.,
2001; Weinges e Plieninger, 1999). Infatti, mentre l’idrolisi dei gallotannini
restituisce glucosio e un acido fenolico, come il gallico, diversamente l’idrolisi
degli ellagitannini porta alla produzione di glucosio e di entrambi gli acidi,
ellagico e gallico (Haslam, 1989; 1998).
La stretta associazione esistente tra gallotannini ed ellagitannini e` con-
seguenza del fatto che il risultato dell’accoppiamento ossidativo dei grup-
pi galloil e` la conversione dei gallotannini negli ellagitannini corrispondenti
(Hagerman 1998).
Le principali tipologie di ellagitannini presenti ad oggi sul commercio sono
il divi-divi e l’estratto di Terminalia chebula (Haslam et al., 1961).
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Figura 1.5: Rappresentazione della struttura chimica di un ellagitannino.
I tannini condensati sono piu` ampiamente distribuiti in natura rispetto
agli idrolizzabili in quanto sono comunemente rinvenibili nei semi e nei frutti
di uva (Singleton e Esau, 1972) e mela (Lea e Arnold, 1978), nella corteccia
degli alberi (Field et al., 1988), nelle olive, nel sorgo ed in alimenti come
caffe`, te´ e cioccolato (Field e Lettinga, 1992b; Bhat et al., 1998).
I tannini condensati, che hanno come precursori biologici le catechine e
le leucoantocianine, sono oligomeri o polimeri di unita` flavonoidiche tenute
insieme da legami carbonio-carbonio, non suscettibili a idrolisi (Haslam 1966;
1989; Hemingway 1982). Questa caratteristica, unitamente all’assenza di re-
sidui zuccherini (Goodwin e Mercer, 1983), e al contenuto di residui galloil
uguale o superiore a dieci (Niemetz e Gross, 2005), li differenzia dai tannini
idrolizzabili.
Il sinonimo con cui oggi vengono definiti i tannini condensati, ossia proan-
tocianidine, deriva dalla reazione di ossidazione che, in soluzioni di alcol
etilico, porta alla produzione di tannini rossi (Galvez et al., 1997).
Esempi di tannini condensati presenti in commercio sono quelli del Que-
bracho argentino e dell’acacia (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Rappresentazione della struttura chimica del gallotannino pentagalloilgluco-
sio.
Rispetto ai tannini idrolizzabili, le proantocianidine, sono maggiormente
resistenti agli attacchi chimici e microbici (Lewis e Starkey, 1969) e cio` si
traduce nell’abilita` di tali composti di svolgere un ruolo come sistemi difensivi
delle piante (Bhat et al., 1998).
I tannini catechine, invece, sono sostanze che combinano gli elementi dei
tannini idrolizzabili con quelli dei tannini condensati e si trovano comune-
mente nei legumi tropicali (Mueller-Harvey et al., 1987) e nelle foglie del te´
(Graham, 1992).
Clifford (2001) ha identificato una quarta classe di tannini, cosiddetti,
derivati. Si tratta di composti complessi formati, primariamente, in condizioni
ossidative durante la manipolazione delle piante e il successivo processamento
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in alimenti. Un esempio e` rappresentato dalla teaflavina del te´ nero.
1.1.2 Sintesi e funzionalita` biologica
Da un punto di vista biosintetico, trattandosi di composti fenolici, i tan-
nini derivano dalla via dell’acido scichimico, anche detta via dei fenilpropa-
noidi, dalla quale derivano, peraltro, composti fenolici importanti come gli
isoflavonoidi, le cumarine, le lignine e gli amminoacidi aromatici.
L’origine dell’acido gallico, come composto di partenza nella sequenza di
reazioni che portano alla sintesi dei tannini idrolizzabili semplici, e` stata ma-
teria di dibattito per decenni. L’idea della derivazione dell’acido gallico da
un intermedio iniziale della via dello scichimato, ossia il 5-deidroscichimato
(Werner et al., 1997) e` stata confermata recentemente sia da Ossipov et al.
(2003) che da Werner et al. (2004). Il fatto che una moltitudine di differenti
gallotannini sia prodotta da un’unica modalita` di reazione ha sollevato una
questione. Gli studiosi sono giunti a domandarsi se tali trasformazioni sia-
no catalizzate da un unico, o pochi, enzimi non specifici oppure da enzimi
specifici. La conclusione cui sono giunti vede favorita la seconda alternativa
(Niemetz e Gross, 2005).
Da un punto di vista biologico i tannini svolgono diverse funzioni. Sono,
infatti, chelanti di ioni metallici, agenti precipitanti di proteine e antiossidanti
biologici. Questa loro multifunzionalita`, unitamente alla loro enorme variabi-
lita` strutturale, rende difficile sviluppare modelli accurati di predizione degli
effetti dei tannini sui diversi sistemi (Hagerman, 1998; 2002).
Come chelanti, i tannini inibiscono l’assorbimento di minerali quali il
ferro dal momento che, una volta chelati, gli ioni metallici non sono piu`
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biodisponibili. Ad esempio, il consumo di elevate quantita` di te´, o altri cibi
ricchi in tannini, e` talvolta associato a malattie come l’anemia (Baynes et
al., 1990).
In molti ecosistemi, inoltre, la lenta decomposizione delle foglie, ricche in
tannini, e` stata attribuita, in parte, ai bassi livelli di ioni metallici biologi-
camente disponibili (Vituosek et al., 1994). Le popolazioni della microfauna,
essenziali per la decomposizione delle foglie e la produzione dell’humus, sono,
infatti, incapaci di crescere quando i metalli sono indisponibili.
La capacita` dei tannini di legarsi alle proteine e` nota da secoli, giacche´ la
concia delle pelli e` una pratica molto antica. Le interazioni tannino-proteina
sono altamente specifiche e dipendono dalla struttura di entrambe le com-
ponenti del legame. Affinche´ questo sia forte occorre che la proteina abbia
una grande dimensione molecolare, una struttura aperta e flessibile e che sia
ricca in prolina; mentre per cio` che concerne il tannino occorre che presenti
un peso molecolare elevato e una notevole mobilita` conformazionale.
Tali interazioni sono per lo piu` basate su legami a idrogeno e idrofobici,
mentre i legami ionici e covalenti sono piu` rari. La ragione di cio` risiede nel
fatto che il gruppo fenolico dei tannini e` un eccellente donatore di idrogeno e
forma, proprio con i gruppi carbossilici delle proteine, legami a idrogeno tanto
piu` forti quanti piu` sono, numericamente, i ponti idrogeno che si formano
(Field e Lettinga, 1992b)(Figura 1.7).
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Figura 1.7: Rappresentazione schematica dei legami idrogeno dei composti tannici con
le proteine.
Questa e` la motivazione per la quale i tannini mostrano una piu` grande
affinita` per le proteine piuttosto che per l’amido, che, insieme alla cellulosa,
puo` essere complessato dai tannini. In particolare, l’amido ha l’abilita`, unica,
di formare cavita` idrofobiche che permettono l’inclusione di complessi con i
tannini e molte altre molecole lipofiliche. Diversamente la cellulosa ha una
diretta interazione di superficie con i tannini.
Da questo punto di vista l’interazione dei tannini con i carboidrati della
parete cellulare non e` ancora del tutto compresa. Una spiegazione ipotetica
vede i tannini interagire con le pareti cellulari delle piante in una modalita`
che richiama quella della lignina (http://www.ansci.cornell.edu/plants/
toxicagents/tannin/pos-effects.html). Un’altra ipotesi vede la possibilita` che
questa associazione sia semplicemente un artefatto dell’isolamento dei tannini
da cellule ormai morte. Infatti, la dislocazione dei tannini e dei carboidrati
di parete differisce tra cellule vitali e non vitali.
I tannini sono, potenzialmente, anche antiossidanti biologici ampiamen-
te ritenuti un’importante linea di difesa contro i danni ossidativi causati
da molte malattie come cancro, malattie cardiovascolari, artriti e malattie
connesse ai processi degenerativi dell’invecchiamento (Kehrer et al., 1993).
Infatti, trattandosi di composti fenolici, sono buoni candidati come antiossi-
danti grazie ai loro potenziali redox e alla loro stabilita` (Simic e Jovanovic,
1994).
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Nel regno vegetale e` stata riscontrata una distribuzione elevata dei tan-
nini, dal momento che rappresentano il quarto costituente vegetale piu` ab-
bondante dopo la cellulosa, la emicellulosa e la lignina (White, 1957; Swain,
1965). Sono comuni: alle Pteridofite (Bate-Smith e Swain, 1962; Mcleod,
1974; Haslam, 1989), alle Gimnosperme e alle Angiosperme e, in queste ul-
time, piu` comuni nelle Dicotiledoni che nelle Monocotiledoni. Dicotiledoni
ricche in tannini sono: Leguminosae (Acacia sp.), Anarcadiaceae (Quebra-
cho argentino, tannini UNITAN), Combretaceae (mirobolano), Rhizophora-
ceae (mangrovie),Myrtaceae (Eucaliptus sp.,Mirtus sp.), Polinaceae. Oltre a
queste esistono altre fonti importanti di tannini quali: Quercus sp., Castanea
sp., Acer sp., Betulla sp., Salix caprera, Pinus sp. e Sorghum sp.
E’ da notare che alcune specie producono sia gallotannini che ellagi-
tannini mentre altre producono misture complesse contenenti gallotannini,
ellagitannini oppure tannini condensati (Mingshu et al., 2006).
La pianta del te´ (Camelia sinensis) e` un esempio di specie ad elevata
concentrazione di tannini. In particolare, le foglie del te´ verde ne sono la fonte
principale, contenendo acido tannico, gallico e un tipo di proantocianidina,
detta prodelfinidina.
Tra i frutti, il melograno possiede un’ampia gamma di tannini, per lo
piu` idrolizzabili, tra i quali i piu` abbondanti sono noti come punicalagine. I
tannini sono presenti, pero`, anche in altri frutti quali fragole, mirtilli, more,
mango, noce di acagiu`, nocciola, noce e in molti altri (Clifford e Scalbert,
2000).
Nonostante la loro esatta funzione nelle piante non sia ancora chiara, i
tannini agiscono come un meccanismo di difesa contro i patogeni, gli erbivori
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e le condizioni ambientali ostili, nonche´, nella composizione cellulare, come
pigmenti (White, 1957).
Le piante con alti livelli di tannini presentano un vantaggio evolutivo si-
gnificativo su predatori ed altre specie vegetali che competono per la stessa
nicchia. Quantita` elevate di tannini sono state, infatti, associate ad una mag-
giore resistenza della pianta agli attacchi microbici (Scalbert, 1991). Infatti,
tali composti proteggono le piante dagli attacchi microbici inattivando par-
zialmente o interamente virus o enzimi microbici extracellulari (White, 1957)
mediante la formazione di complessi (Goldstein e Swain, 1965). In questo
senso, e´ noto che i tannini possiedono un’azione inibitoria sulla crescita dei
batteri (Sivaswamy, 1982; Henis et al., 1964), dei funghi, dei lieviti (Jacob e
Pignal, 1975) e dei virus (Cadman, 1960). Ad esempio, l’accumulo dei tan-
nini nella corteccia e` un meccanismo particolarmente efficace nel prevenire
la germinazione delle spore, la penetrazione delle ife fungine e la crescita dei
batteri (White, 1957), tutti processi basati sull’azione di enzimi extracellulari
utilizzati dai microrganismi per penetrare all’interno della pianta.
Tuttavia e` stata osservato che la pianta si auto protegge da concentrazio-
ni troppo elevate di fenoli tossici, come i tannini, accumulandoli in struttu-
re appropriate come le ghiandole (Singleton e Kratzer, 1969). Si pensa che
nelle piante i tannini siano collocati principalmente nei vacuoli delle cellule
vegetali intatte (Forsyth, 1964) o nella superficie cerosa. Questo perche´, in
tali siti, non hanno la possibilita` di interagire con il metabolismo vegetale e
manifestare i loro effetti metabolici.
Talvolta la stessa pianta puo` sintetizzare tannini diversi, ma, generalmen-
te, lo fa in tessuti separati (Haslam, 1981; Haslam e Lilley, 1988). Infatti, nei
17
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tessuti vegetali i tannini sono cos`ı distribuiti (Haslam, 1989; Khanbabaee e
Ree, 2001; Salasso, 2000):
• nei germogli: nella porzione esterna ricoprono probabilmente una fun-
zione protettiva nei confronti del congelamento
• nelle foglie: in genere nell’epidermide superiore, anche se nelle piante
sempre verdi sono distribuiti in tutti i tessuti fogliari dove riducono
l’appetibilita` ed ostacolano, cos`ı, i predatori
• nei frutti: dove sono i composti responsabili dell’astringenza caratteri-
stica di alcune varieta`
• nelle radici: nell’ipodermide agiscono probabilmente come barriere chi-
miche alla penetrazione ed alla colonizzazione delle radici da parte dei
patogeni
• nei semi: principalmente nello strato tra il tegumento esterno e lo strato
aleuronico, dove sono associati al mantenimento della dormienza e a
proprieta` allelopatiche e battericide
• negli steli: nelle aree a crescita attiva, come il floema secondario e lo
xilema, e nello strato tra l’epidermide e la corteccia. Qui svolgono un
ruolo nella regolazione della crescita di tali tessuti. Nelle conifere posso-
no contribuire alla naturale durabilita` del legno di certi alberi secolari,
proprio inibendo l’attivita` microbica (White, 1957).
Generalmente, quando consumati, i tannini inducono una serie di risposte,
positive e non, che possono essere istantanee, come l’astringenza, conseguenza
della formazione di complessi tra i tannini e le glicoproteine della saliva,
18
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oppure ritardate, correlate ad effetti tossici antinutrizionali, quali la riduzione
della digeribilita` dovuta alle interazioni dei tannini con cellulasi, batteri del
rumine o proteine di varia natura.
Evidenze per le quali il consumo di quantita` moderate di tannini sia
nocivo per la salute sono poche (Lees, 1992). Infatti, contribuendo alle ca-
ratteristiche organolettiche di diversi alimenti (Beecher, 2003), i tannini sono
responsabili, ad esempio, del sapore astringente tipico del vino rosso.
Diversamente, gli effetti deleteri antinutrizionali dei tannini nei confron-
ti degli animali monogastrici e dei ruminanti sono stati riconsiderati (Price
e Butl, 1980) rendendo possibile osservare diminuzioni evidenti nella biodi-
sponibilita` di proteine, grassi, carboidrati e metalli (Hagerman, 1998). Un
esempio e` rappresentato dalla capacita` inibente nei confronti dell’attivita` de-
gli enzimi dei microbi digestivi dei ruminanti (McLeod, 1974; Martin e Akin,
1988; Makkar et al., 1988; Bae et al., 1993) risultato della reazione dei tannini
con le mucoproteine del tratto digestivo (Buddecke, 1972). Taluni tannini,
come la nefrotossina epatossina pirogallolo (Reed, 1995), riescono a sfuggire
a questa reazione e possono, successivamente, reagire con le proteine dello
strato cellulare esterno dell’intestino riducendo il passaggio dei nutrienti (He
et al., 1966) e causando nausea e necrosi al fegato (Zhu et al., 1995; Cowan,
1999; Sennet, 2004).
Tuttavia, nei ruminanti i tannini possono indurre anche effetti benefici
(Lees, 1992), dal momento che e` stato provato che alcuni erbivori, sia addo-
mesticati che selvatici, hanno sviluppato meccanismi per superare gli effetti
deleteri dei tannini (Bhat et al., 1998). Infatti, i bassi livelli di tannasi rinve-
nuti nella mucosa intestinale dei bovini (Begovic e Duzic, 1976) idrolizzano
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l’acido tannico presente in fenoli e zucchero prontamente assorbibili (Glick e
Joslyn, 1970), alleviando cos`ı l’effetto tossico associato a questi composti.
Alcuni mammiferi hanno invece sviluppato meccanismi che consentono di
accogliere livelli piuttosto elevati di tannini (McArthur et al., 1991). Ci sono
animali, consumatori di tali composti, che secernono una proteina di legame
per i tannini, detta mucina, all’interno della loro saliva.
1.1.3 Campi di applicazione dei tannini
Da un punto di vista prettamente commerciale, i tannini trovano appli-
cazione in diversi settori industriali, da quello alimentare, a quello enologico,
al settore medico-farmaceutico fino a quello del pellame e inoltre rivestono
un ruolo importante a livello ecologico ed ambientale.
Un importante processo, nell’ambito del settore alimentare, riguarda la
detannificazione dei cibi (Archambault et al., 1996), quali ad esempio i man-
gimi, avente come scopo quello di ridurre gli effetti deleteri, precedentemente
descritti, conseguenti all’ingerimento delle sostanze tanniche.
In merito al settore enologico si tende a focalizzare l’attenzione sui tanni-
ni condensati del vino rosso. I tannini del vino, pero`, derivano da molte fonti
e le proprieta` tattili che ne conseguono dipendono proprio dalla matrice di
provenienza del tannino. I principali tannini presenti nel vino sono le catechi-
ne e epicatechine, le quali possono creare complessi con le galattocatechine e
altri galloil derivati. Il 50% del colore del vino e` dovuto proprio alla presen-
za dei tannini (Aguilar e Gutierrez-Sanchez, 2001). Le stesse botti di legno,
utilizzate per la conservazione e l’invecchiamento del vino rosso, contribuisco-
no indirettamente all’aumento della concentrazione dei tannini idrolizzabili
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mediante il rilascio di queste sostanze. I tannini idrolizzabili estratti dalla
quercia possono essere, inoltre, aggiunti ai vini bianchi per le operazioni di
chiarificazione.
Oggi i produttori di vino cercano di minimizzare il piu` possibile la pre-
senza di tannini indesiderati, contenuti ad esempio nei semi, effettuando una
spremitura piu` gentile per l’estrazione del succo.
I tannini sono, inoltre, importanti nel prevenire l’ossidazione del vino
durante l’invecchiamento e sembra siano responsabili dei processi di polime-
rizzazione e della produzione del sedimento. In particolare, i sedimenti sono
considerati difetti qualitativi del vino e la loro presenza puo` influenzare il
consumo, nonche´ l’espansione sul mercato, di un certo marchio (Lee e Tal-
cott, 2002). Se entrano in contatto con l’aria i tannini vengono ossidati a
chinoni a loro volta responsabili della formazione della torbidita` (Aguilar e
Gutierrez-Sanchez, 2001). In questo senso l’acido tannico viene utilizzato nei
processi di produzione di vino e birra per migliorare la stabilita` colloidale di
tali bevande, precipitando le proteine instabili che producono la “nebbiolina”
sotto raffreddamento (Siebert et al., 1996).
Nel settore del pellame i tannini sono l’ingrediente di base nel processo di
concia vegetale. Infatti, la funzione primaria di un agente di “tanning” e` la
stabilizzazione delle fibre di collagene affinche´ non siano biodegradabili nel
tempo (Molinari et al., 2004). Il numero elevato di gruppi fenolici idrossilici
presente nei tannini forma legami incrociati con le proteine della pelle cos`ı
forti che il risultato si traduce in un aumento della stabilita` della pelle stessa
nei confronti di acqua, batteri, calore, trattamenti chimici e abrasioni (Hillis,
1985; Bickley, 1992).
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Le tipologie di concia esistenti sono due: quella al cromo e quella vegetale
che, nonostante oggi sia usata specificamente per la produzione del cuoio da
suola, una volta veniva adoperata per la produzione di articoli tecnici come
cinghie per pulegge. Nel processo di concia vegetale vengono usati tannini
sia naturali che sintetici, di varia origine (Quebracho, mimosa, castagno, mi-
rabolano, valonia) in base al tipo di cuoio che si vuole ottenere (Cassano
et al., 2003). La concia viene effettuata spostando le pelli in vasche pre-
parate con estratti tannici a concentrazioni crescenti, dalle quali, peraltro,
derivano le acque sporche industriali. I tannini vengono pero` utilizzati, piu`
frequentemente, nei soli processi di riconcia.
Gli eﬄuenti industriali dell’industria conciaria rappresentano le piu` com-
plesse acque industriali tossiche per piante, animali e microrganismi del ter-
reno (Mahadevan e Sivaswamy, 1985). Queste acque, dal colore giallo bruno e
dall’elevato pH, contengono tannini vegetali altamente polari che, in aggiun-
ta a sostanze organiche solubili, solidi in sospensione, cromo e concentrazioni
elevate di cloridi e sulfidi (Sastry, 1982), sono veri e propri inquinanti ambien-
tali spesso persistenti alla biodegradazione (Haslam, 1981; Field e Lettinga,
1992b).
Ma non sono le sole acque sporche dei processi di concia a contenere elevati
quantitativi di tannini idrolizzabili, infatti, la presenta dei tannini conden-
sati e` relativa alle acque sporche generate dagli stabilimenti produttori di
conserve alimentari e polpe di frutta, alle industrie del vino, agli stabilimenti
di trattamento del sorgo (e delle colture foraggiere in genere), del caffe´, degli
oli commestibili nonche´ all’industria cartiera (Field e Lettinga, 1992b).
In campo medico, cos`ı come nella medicina tradizionale popolare dell’est
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asiatico (Haslam et al., 1989; Haslam, 1996), l’acido tannico viene utilizzato
come astringente, come antidoto negli avvelenamenti da metalli pesanti, per
il trattamento di tonsilliti e laringiti, per la cura di emorroidi, problemi della
pelle e per il trattamento delle ustioni (Chowdhury et al., 2004). L’acido
gallico stesso trova impiego nel settore farmaceutico (Lekha e Lonsane, 1994).
Sempre l’acido tannico viene usato anche in altri settori, diversi da quelli
descritti. Ad esempio nella tintura della lana, nella manifattura degli inchio-
stri e dei coloranti (Haslam et al., 1989; Haslam, 1996), come mordente nei
processi di tinteggiatura, in processi di bioconversione per ottenere acido
gallico e pirogallolo (Lekha e Lonsane, 1994) e per sintetizzare adesivi per
il legno (Pizzi, 1994) allo scopo di sostituire i fenoli negli adesivi di fenol-
formaldeide. Il crescente interesse verso adesivi naturali da fonti rinnovabili
ha portato all’utilizzo, come materiale di partenza, dei frutti di Caesalpina
spinosa caratterizzati da un alto contenuto in tannini. La polvere del tara-
tannin, nome con cui e` nota a livello commerciale, la si ottiene per frantuma-
zione dei frutti di questa leguminose di origine peruviana ed e` in particolar
modo utilizzata nella manifattura degli attrezzi in cuoio (Glenz, 1991; Galvez
et al., 1997). A livello ambientale, l’abilita` dei tannini di complessare le pro-
teine e gli amminoacidi si traduce nell’inibizione dei processi degradativi della
materia organica nel suolo. Infatti, oltre a complessare gli esozimi batterici e
fungini e rallentare direttamente la biodegradazione, i tannini possono legare
le fonti di azoto usate dai degradatori per la loro crescita, impedendone cos`ı
lo sviluppo (Scalbert, 1991; Field e Lettinga, 1992). Considerato che a con-
centrazioni relativamente basse i tannini causano la morte dei pesci e hanno
un impatto negativo sull’ambiente acquatico in genere, quando presenti ad
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alte concentrazioni diventano tossici anche per i microrganismi implicati nei
metodi biologici di trattamento delle acque sporche, come i batteri nitrificanti
o i metanogenici.
Diversamente da altre tipologie di inquinanti, i tannini, come composti
fenolici altamente idrossilati, polimerizzano prontamente a composti umici
non tossici, essenzialmente innocui per l’ambiente (Field e Lettinga, 1992b).
Questa polimerizzazione puo` essere anche il risultato di un processo di autos-
sidazione non enzimatica oppure, a pH acidi, puo` essere inizialmente mediata
da enzimi extracellulari quali le fenolossidasi (laccasi) ed in talune circostan-
ze anche la lignina perossidasi puo` prendere parte a questo processo (Field e
Lettinga, 1992b).
La polimerizzazione sembra annullare le caratteristiche inibitorie dei tan-
nini, verso le attivita` fungine e batteriche e nei confronti della vitalita` dei
pesci. La reattivita` dei tannini verso le proteine solubili decresce a mano a
mano che il grado di polimerizzazione aumenta consentendo la messa in atto
di processi extracellulari di detossificazione. Nonostante la loro tossicita`, i
tannini idrolizzabili sono composti prontamente biodegradabili. Infatti, i le-
gami intermonomerici sono idrolizzabili ad opera dell’enzima tannasi (Haslam
et al., 1961; Haslam e Stangroom, 1966).
Per quanto concerne i processi di degradazione aerobica, la biodegrada-
bilita` dipende dal tipo di tannino considerato e, ad esempio, i tannini del
castagno (ellagitannini) sono meno degradabili dai funghi e dai lieviti rispet-
to ai gallotannini o all’acido tannico. I monomeri di acido gallico che derivano
dal processo di idrolisi dei tannini in questione sono prontamente utilizzati
come substrati sia dai funghi che dai batteri.
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L’interesse nella degradazione anaerobica e` recente e derivante da un au-
mento nell’applicazione dei sistemi anaerobici per il trattamento delle acque
sporche contenenti tannini. In ogni caso anche questo processo porta alla
totale degradazione dei tannini idrolizzabili (Field e Lettinga, 1992b).
La degradazione dei tannini condensati invece si presenta molto piu` com-
plessa essendo questi substrati molto piu` difficili da convertire, sia per i legami
carbonio carbonio che li caratterizzano, molto forti e difficili da rompere, sia
perche´ sono i precursori ideali per la formazione dell’humus (Field e Lettinga,
1992b).
1.2 Tannino Acil Idrolasi
1.2.1 Modalita` di azione dell’enzima
La Tannino Acil Idrolasi (E.C.3.1.1.20), comunemente nota come tannasi
(TAH), e` un enzima versatile ed efficiente (Lewis e Starkey, 1969), che cataliz-
za l’idrolisi dei legami esteri e depsidici nei tannini idrolizzabili, come l’acido
tannico, l’acido chebulinico, il metilgallato e l’acido digallico, con liberazione
di uno zucchero e di un acido (Dykerhoff e Ambruster, 1933). La tanna-
si idrolizza solo quei substrati che contengono nell’anello aromatico almeno
due sostituenti. Il gruppo carbossilico esterificato deve trovarsi sull’anello
benzenico ossidato ma non in posizione orto rispetto ai vari gruppi idrossi-
lici (Dykerhoff e Ambruster, 1933). La capacita` di idrolisi della tannasi e`,
tuttavia, in stretto rapporto con l’intera struttura molecolare, infatti, l’acido
clorogenico, un depside dell’acido caffeico e dell’acido quinico, e` resistente al-
la tannasi, nonostante l’acido caffeico contenga due gruppi idrossilici. Questa
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resistenza e`, probabilmente, dovuta alla presenza di un doppio legame nella
parte della catena che porta il gruppo carbossilico esterificato (Dykerhoff e
Ambruster, 1933).
Tuttavia, in un progetto per l’uso della tannasi nella produzione del vino,
e` stata riportata la capacita` dell’enzima di idrolizzare l’acido clorogenico,
presente nel succo di uva, a acido caffeico e quinico (Yamada e Tanaka,
1972).
L’elevata specificita` di azione della tannasi e` sottolineata dal fatto che
questo enzima non e` attivo sui tannini condensati (Dykerhoff e Ambruster,
1933) nonostante ne sia stata segnalata la capacita` di idrolisi nei confronti
dell’epicatechina gallato e dell’epigallocatechina-3-gallato (Nierenstein, 1936;
Bradfield e Penny, 1948), entrambi tannini condensati presenti nel te´. In
questo caso la tannasi coadiuva la sintesi di intermedi o precursori di tannini
complessi (Madhavakrishna et al., 1960).
L’enzima ha dimostrato di essere capace di idrolizzare anche il cellobiosio
a glucosio, manifestando cos`ı un’attivita` β-glucosidasica nei confronti del-
la cellulosa. Questa duplice attivita`, rinvenuta in alcune specie di Aspergil-
lus, potrebbe consentire a questi funghi di sopravvivere in ambienti estremi
(Ramirez-Coronel et al., 2003).
E’ stato osservato che la tannasi prodotta da A. oryzae e` capace di idro-
lizzare anche i legami esterici di diversi diferulati sintetici. Nonostante l’effi-
cienza di questa attivita` sia inferiore a quella di altre esterasi, ad esempio di
quella di A. niger, e` stata sottolineata la capacita` di idrolisi con conseguente
formazione degli acidi liberi corrispondenti. Questo risultato suggerisce che le
tannasi possono contribuire al processo di degradazione della parete cellulare
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vegetale mediante scissione di alcuni dei legami esistenti tra i polimeri, che
determinano una minore digestibilita` della parete cellulare (Garcia-Conesa
et al., 2001).
1.2.2 Caratteristiche biochimiche e strutturali della tan-
nasi
Nei microrganismi la tannasi puo` essere prodotta a livello intracellu-
lare (Malini et al., 2000), o extracellulare (Beverini, 1987; 1990; Aguilar
e Gutierrez-Sanchez, 2001), o con entrambe le modalita`, in una maniera
che dipende dal tipo di microrganismo considerato e delle condizioni di
fermentazione scelte (Lekha e Lonsane, 1994; Bajpai e Patil, 1997).
Beverini (1987) ha dimostrato che la tannasi e` collocata nella parete cel-
lulare del fungo e, per questo, e` necessario estrarla in forma attiva, affinche´
esplichi la propria funzione. Inoltre, Yamada et al. (1968) hanno osservato
un’espressione extracellulare costitutiva dell’enzima.
Generalmente, nella fermentazione sommersa in substrato liquido (SmF)
la tannasi e` intracellulare, se fungina (Yamada et al., 1968a; Pourrat et al.,
1982; Rajakumar e Nandy, 1983), ed extracellulare per lieviti e batteri (Aoki
et al., 1976; Deschamps et al., 1983; Kumar et al., 1999; Mondal e Pati, 2000).
Tuttavia, due studi eseguiti sul fungo Aspergillus (Barthomeuf et al., 1994;
Lekha e Lonsane, 1994) hanno evidenziato un cambiamento di produzione
dell’enzima nel corso della fermentazione, indicando che se all’inizio la tannasi
veniva prodotta intracellularmente, con il proseguire del processo l’enzima
veniva secreto nel mezzo di coltura.
Per quanto concerne la fermentazione su substrato solido (SSF) invece,
27
Introduzione
l’enzima e` prevalentemente extracellulare (Lekha e Lonsane, 1994; Chatterjee
et al., 1996; Kar e Banerjee, 2000; Aguilar et al., 2001b).
Il peso molecolare delle tannasi purificate varia da 59.000 a 300.000 Dal-
tons, con un numero di subunita` che va da 2 a 8 (Farias et al., 1994; Skene e
Brooker, 1995; Hatamoto et al., 1996; Lekha e Lonsane, 1997). Cio` puo` essere
attribuito alle differenze tra i vari microrganismi produttori di tannasi. Le
subunita` descritte sono state definite diversamente dai vari Autori e i loro pe-
si molecolari possono variare in dipendenza del loro profilo di glicosilazione.
Hatamoto et al. (1996) hanno realizzato uno studio strutturale sulla tannasi
di A. oryzae trovando che il gene che la esprime codifica per 588 amminoacidi
con un peso molecolare di circa 64.000 Da. Il prodotto genico in questione
viene tradotto come un singolo polipeptide e successivamente scisso in due
subunita`, ciascuna di 30.000 Da, connesse da un ponte disolfuro. La tannasi
nativa consiste di quattro paia di queste due subunita` che creano cos`ı un
etero-ottamero con una massa molecolare approssimativa di 300.000 Da.
Tutte le tannasi fungine sono glicoproteine, tipiche serine esterasi, conte-
nenti, nel sito attivo dell’enzima, una serina (Aoki et al., 1976; Rajakumar
e Nandy, 1983). Come illustrato nella Tabella1.1, il contenuto in carboidrati
delle tannasi e` relativamente elevato (25,4-66,2%) e consiste in zuccheri neu-
tri, come il mannosio e il galattosio (Yamada et al., 1968; Aoki et al., 1976a;
Rajkumar e Nandy, 1983; Barthomeuf et al., 1994; Hatamoto et al., 1996;
Zhong et al., 2004).
La spiegazione biologica di questa composizione non e` nota, diversamente
dalla ben conosciuta proprieta` complessante di questi enzimi. Sembra pero`
che il rivestimento in carboidrati svolga una funzione protettiva rendendo me-
28
Introduzione
Organismo Peso Contenuto Riferimento
Molecolare (KDa) in carboidrati bibliografico
Aspergillus niger 90-180 ND Ramirez-Coronel et al., 2003
Paecilomyces variotii 149.8 ND Mahendran et al., 2006
A. niger N 888 165 ND Garcia-Pena et al., 1997
A. niger ATCC 16620 168 ND Sabu et al., 2005
A. niger 186 43.0% Barthomeuf et al., 1994;
Parthasarathy e Bose, 1976
A. flavus 192 25.4% Yamada et al., 1968;
Adachi et al., 1971
A. oryzae 300 22.7% Hatamoto et al., 1996;
Abdel-Naby et al., 1999
Candida sp.K-1 250 61.9% Aoki et al., 1976a,b
Cryphonectria parasitica 240 64.0% Aoki et al., 1976a,b
Peduncolate oak 300 ND Niehaus et al., 1997
Tabella 1.1: Peso molecolare e contenuto in carboidrati della tannasi di alcuni organismi.
no accessibile, all’azione dei tannini, lo scheletro polipeptidico della tannasi.
In questo modo puo` essere spiegata la resistenza della tannasi agli effetti dei
tannini, in quanto, il rivestimento in carboidrati protegge la proteina impe-
dendo la formazione di complessi insolubili con questi composti (Strumeyer
e Malin, 1970; Beverini e Metche, 1990; Lekha e Lonsane, 1997). Inoltre,
il rivestimento stesso dirige il substrato verso la regione del sito attivo do-
ve si verifica la scissione e la conseguente formazione di prodotti non tannici
(Strumeyer e Malin, 1970). Probabilmente la stessa elevata idrosolubilita` del-
le tannasi puo` essere conseguenza dell’elevato contenuto in zuccheri (Yamada
et al., 1968a).
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1.2.3 Natura isoenzimatica e attivita` della tannasi
La natura isoenzimatica della tannasi e` stata scoperta, per la prima volta,
da Toth e Barsony (1943). Questi ricercatori hanno, infatti, riportato che la
proteina contiene due enzimi separati, una esterasi ed una depsidasi, aventi
rispettivamente specificita` verso il metil gallato e l’acido digallico. La tannasi
e` quindi una miscela dei due enzimi (Toth, 1944), tra i quali la esterasi
dell’acido gallico e` il predominante. L’identita` di queste due proteine e` stata
confermata in seguito anche da Haslam et al. (1961).
Il frazionamento della esterasi e della despidasi ha consentito di eviden-
ziarne le diversita` proteiche, rispetto a parametri quali l’optimum di pH e la
stabilita`, ma anche di stabilire che la bassa specificita` dei due enzimi li ren-
de entrambi capaci di idrolizzare i legami esteri e depsidici dell’acido gallico
(Haslam e Stangroom, 1966).
Anche le osservazioni di Suseela e Nandy (1985) hanno portato alla con-
clusione che sono due gli enzimi implicati nella decomposizione dell’acido
tannico. Studi successivi sulla tannasi di Penicillium chrysogenum hanno
mostrato che il peso molecolare dell’enzima, di 300.000 Da, e` molto piu` alto
se paragonato a quello di altre tannasi microbiche. In seguito a denaturazio-
ne, l’enzima acquisisce un peso di 158.000 Da suggerendo che consiste di due
subunita` equivalenti (Suseela e Nandy, 1985).
Studi successivi di frazionamento dei due isoenzimi, tannasi I e tannasi
II, hanno consentito di definirne i ruoli svolti. La tannasi I ha un’attivita`
esterasica mentre la tannasi II ha una forte affinita` verso l’acido digallico
ed i derivati del pirogallolo, contenenti gruppi depsidici. I due isoenzimi dif-
feriscono anche nel loro contenuto in polipeptidi e carboidrati (Beverini e
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Metche, 1990). E’ stata osservata, inoltre, la sequenzialita` dell’attivita` della
tannasi, considerato che la scissione dei legami depsidici precede l’idrolisi di
quelli esterici (Beverini e Metche, 1990).
La via di idrolisi dell’acido tannico, mediante catalisi della tannasi, mo-
stra la completa conversione del substrato, a glucosio e acido gallico, attra-
verso la formazione di quattro intermedi di reazione, ossia di galloil esteri del
glucosio (Iibuchi et al., 1972). Deschamps et al. (1983) hanno osservato la
formazione degli acidi digallico e trigallico come intermedi prodotti durante
la degradazione anche in Bacillus pumilis.
Lo studio delle cinetiche del processo di biosintesi della tannasi (Van de
Lagemaat, 2001) ha portato allo sviluppo di una chiave di lettura, semplici-
stica, per la quale, a seguito della conversione enzimatica dell’acido tannico
ad opera della tannasi, l’acido gallico ed il glucosio formati vengono usati
per la formazione della biomassa fungina. La tannasi prodotta dalle nuove
cellule fungine catalizza successive reazioni idrolitiche, portando cos`ı alla ri-
produzione del fungo mediante attivita` di sporulazione. Logico e`, affinche´
questo modello ciclico abbia un riscontro reale, che un certo quantitativo di
acido tannico, presente nel mezzo di coltura, induca la formazione di livelli
intracellulari determinabili, anche se bassi, della tannasi. La formazione della
tannasi extracellulare e` solo successiva. Tuttavia, sembra che il meccanismo
di reazione reale sia molto piu` complesso (Van de Lagemaat e Pyle, 2004).
1.2.4 Meccanismi induttivi e repressivi
La tannasi e` stata riportata essere un enzima inducibile dalla presenza
di certi tannini o di loro prodotti di degradazione (Knudson, 1913; Nishira e
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Mugibayashi, 1953). La produzione della tannasi e` indotta e generata durante
le prime fasi della crescita microbica, dal momento che l’enzima in questione
e` una proteina primaria (Doi et al., 1973; Garcia-Pen˜a, 1996).
Bassi livelli costitutivi dell’enzima sono stati rilevati in assenza di acido
tannico e la produzione della tannasi e` incrementata significativamente quan-
do l’acido stesso e` aggiunto al substrato (Bradoo et al., 1997; Aguilar et al.,
2001a). E’ stato anche osservato che la formazione dell’enzima aumenta con
l’aumentare della concentrazione dell’acido tannico (Lekha e Lonsane, 1997;
Aguilar et al., 2001b). L’esatto meccanismo induttivo pero` non e` ancora no-
to. Lekha e Lonsane (1997) si sono interrogati sul ruolo induttivo dell’acido
tannico suggerendo un meccanismo di induzione simile a quello delle cellulasi
(Singh e Hayashi, 1995). Ossia, il microrganismo produce un livello base, o
una quantita` costitutiva, di enzima il quale idrolizza l’acido tannico, a glu-
cosio e acido gallico, in modo tale che questo ultimo possa funzionare da
induttore nella cellula microbica. Infatti, il tasso di induzione si e` mostrato
maggiore quando l’acido gallico e` stato usato come induttore (Seiji et al.,
1973).
Tuttavia, altri ricercatori hanno dimostrato che l’acido gallico non induce
la formazione della tannasi bens`ı, in alcuni casi, si verificano fenomeni di
repressione (Bradoo et al., 1997; Aguilar et al., 1999a; Aguilar et al., 2001b).
Diversamente in uno studio di Bajpai e Patil (1997) e` stato dimostrato che
sia l’acido tannico che l’acido gallico avevano funzione di induttori. Alla base
di queste contraddizioni vi e` un diverso meccanismo regolatorio, variabile
non solo in funzione del tipo di microrganismo ma anche delle condizioni di
fermentazione (Van de Lagemaat e Pyle, 2004).
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Il processo produttivo della tannasi sembra non essere influenzato ne` da
repressione catabolica ne`, tantomeno, da fenomeni di inibizione a feedback.
Infatti, la presenza sia del glucosio che del saccarosio non sembra reprimere
la sintesi dell’enzima (Lekha e Lonsane, 1997). Nonostante questo, sono stati
indicati fenomeni di repressione da prodotto finale sulla tannasi per opera di
acido gallico e glucosio (Bradoo et al., 1997; Aguilar et al., 2001a).
I processi inibitori della tannasi sono stati a lungo studiati nell’intento di
comprendere il meccanismo di azione dell’enzima. Questa proteina e` inibita
da vari composti: il fenil metil sulfonil fluoride (PMSF) e il diisopropilfluoro-
fosfato (DFP) inibiscono fortemente l’enzima (Yamada et al., 1968b; Rajaku-
mar e Nandy, 1985; Barthomeuf et al., 1994), suggerendo il coinvolgimento
della serina nell’attivita` tannasica, dal momento che questi composti tipi-
camente inibiscono l’attivita` della serina esterasi. Metalli quali Ag+, Cu2+,
Hg2+, sono noti svolgere un’azione inibente (Iibuchi et al., 1968; Rajakumar
e Nandy, 1983; Barthomeuf et al., 1994; Abdel-Naby et al., 1999; Kar et
al., 2003) unitamente ad altri composti come le o-fenantroline, l’acido etilen-
diammintetracetico, il β-mercaptoetanolo, il sodio lauril solfato, il Tween 60,
il Triton X-100 e il dimetil sulfossido (Kar et al., 2003).
1.2.5 Breve storia della tannasi
Da un punto di vista storico, anche se Scheele, nel 1786 (Yamada et al.,
1968a), e Teighem (1867), poi, furono i primi studiosi a riportare il ruolo idro-
litico della tannasi di Penicillium glaucum e Aspergillus niger, pur ignari di
tale nomenclatura, e` stato Fernback (1901) a dimostrare che la catalisi idro-
litica dei tannini veniva mediata dall’enzima in questione. L’isolamento della
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proteina dal fungo Aspergillus niger ha consentito di scoprirne le potenziali
applicazioni nella manifattura dell’acido gallico, da materie prime ricche in
tannini. Contemporaneamente furono studiate anche le proprieta` della tan-
nasi, osservando l’inducibilita` dell’enzima (Pottevin, 1901). Solo pochi anni
dopo Knudson (1913) segnalo` la capacita` di degradare l’acido tannico.
All’isolamento di una tannasi, prodotta da A. oryzae (Kita, 1917), hanno
fatto seguito diversi studi, riguardanti le proprieta` e la specificita` di reazione
dell’enzima (Mikhlin e Gulkina, 1932; Dykerhoff e Ambruster, 1933; Thom
e Raper, 1945). Fang (1940) segnalo` l’utilizzo della tannasi nel processo di
produzione dell’acido gallico, mediante fermentazione dell’acido tannico, e
qualche anno piu` tardi fu evidenziato che l’enzima si presentava composto
da due “nuovi enzimi”: una esterasi dell’acido gallico, che agiva sui legami
esterici, e una depsidasi, che agiva sui legami depsidici (Toth, 1944).
Negli anni ’60 diversi ricercatori hanno rivolto l’attenzione alle tecniche
necessarie alla purificazione della tannasi: Madhavakrishna e Bose (1961)
hanno purificato e cristallizzato una tannasi dai baccelli di Caesalpinia co-
riaria, Dhar e Bose (1964), Yamada et al. (1968) e Iibuchi et al. (1968) hanno
purificato e caratterizzato rispettivamente le tannasi prodotte da A. niger,
A. flavus e A. oryzae. Negli stessi anni e` stato inoltre descritto un nuovo
metodo per la determinazione spettrofotometrica dell’attivita` della proteina
in questione a 310 nm, che utilizzava come substrato l’acido tannico (Iibuchi
et al., 1967).
Con la fine degli anni ’60, Lewis e Starkey (1969), utilizzando sia tannini
condensati che idrolizzabili come unica fonte di carbonio, sono giunti a va-
lutare la capacita` di crescita di molte specie fungine telluriche su tali mezzi
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arrivando a stabilire che i generi Aspergillus, Penicillium, Fomes, Polyporus,
Poria e Trametes erano quelli che crescevano meglio sull’acido tannico (gal-
lotannino) piuttosto che su tannini di castagno (ellagitannini) o sui tannini
di acacia (condensati).
Negli anni ’70 la possibilita` di utilizzare la tannasi a livello industriale ha
portato alla realizzazione di svariati brevetti quali quello per la solubilizza-
zione enzimatica del “tea-cream” (Tenco Brooke Bond Ltd., 1971), quello per
l’uso della tannasi nel trattamento dei succhi di frutta e del vino (Yamada
e Tanaka, 1972), quello per il processo di precipitazione mediante l’uso del
PEG (Kimura et al., 1973).
La presenza di livelli ridotti di tannasi nel rumine del bestiame e` stata
riportata da Begovic e Duzic (1976; 1977), i quali purificarono anche, per la
prima volta, una tannasi bovina dalle mucose del rumine e dall’intestino del
bestiame.
Gli anni ’80 hanno consentito: a Jean et al. (1981) di sviluppare un me-
todo gas cromatografico per saggiare l’attivita` tannasica, a Deschamps et al.
(1983) di dimostrare che anche i batteri producono le tannasi e di immobi-
lizzare e utilizzare la tannasi per la produzione del te´ istantaneo (Tsai, 1985)
e dell’antiossidante propil gallato (Gathon et al., 1989).
Rajakumar e Nandy (1983) hanno riportato evidenze concernenti i ritro-
vamenti di microrganismi appartenenti ai generi Aspergillus e Penicillium
sulla superficie delle acque sporche e sui residui di concia dell’industria del
pellame. Vi sono pero` anche altri funghi, come Fusarium, Rhizoctonia, Cy-
lindrocarpon e Trichoderma, capaci di degradare i costituenti delle acque di
concia (Mahadevan e Muthukumar, 1980).
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In seguito, Beverini e Metche (1990) hanno purificato i due isoenzimi, I
e II, della tannasi di A. oryzae che presentavano, rispettivamente, attivita`
esterasica e depsidica.
Dagli anni ’90 in poi l’attenzione di molti studiosi e` stata rivolta alla
produzione delle tannasi da parte di ceppi batterici (Kumar et al., 1999;
Mondal et al., 2000; Mondal e Pati, 2000; Osawa et al., 2000; Ayed e Hamdi,
2002). Sono svariati gli studi che hanno dimostrato i vantaggi potenziali, nella
produzione della tannasi, della fermentazione in stato solido, SSF, rispetto
alla fermentazione sommersa, SmF (Lekha e Lonsane, 1994; Kar e Banerjee,
2000; Aguilar et al., 2001a; Aguilar et al., 2002). Per primi, Van de Lagemaat
e Pyle (2001) hanno sviluppato un processo SSF continuo per la produzione
di tannasi fungine e, in seguito, questa tipologia di fermentazione e` andata
sempre piu` affermandosi. Inoltre sono stati studiati e comparati, tra la SSF
e la SmF, i meccanismi di induzione e repressione (Aguilar et al., 2001b).
Parallelamente a questo, Hatamoto et al. (1996) sono stati i primi a clo-
nare, sequenziare ed amplificare il gene della tannasi realizzando trasformati
di Aspergillus oryzae aventi livelli elevati di attivita` della tannasi.
Negli ultimi 15 anni sono stadi condotti svariati studi sulle applicazio-
ni delle tannasi (Garcia-Conesa et al., 2001; Sharma e Gupta, 2003), sullo
sviluppo di saggi biochimici e molecolari (Sharma et al., 2000; Mondal et
al., 2001; Nishitani e Osawa, 2003), sull’immobilizzazione (Abdel-Naby et
al., 1999; Boadi e Neufeld, 2001; Sharma et al., 2002), sulla purificazione
(Gupta et al., 1997), sulla caratterizzazione (Barthomeuf et al., 1994; Farias
et al., 1994; Skene e Brooker, 1995) e sull’ottimizzazione della produttivita`
dell’enzima (Hadi et al., 1994; Kar e Banerjee, 2000; Seth e Chand, 2000).
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1.2.6 Fonti di produzione enzimatica
La tannasi e` nota essere un enzima ubiquitario del mondo microbico (De-
schamps, 1989; Field e Lettinga, 1992b; Lekha e Lonsane, 1997); infatti,
e` ampiamente ricorrente nei microrganismi batterici, fungini e lievitiformi.
Nonostante le proprieta` antimicrobiche dei tannini, molti funghi, batteri e
lieviti sono, infatti, in grado di accrescersi e svilupparsi in substrati che li
contengono (Deschamps, 1989).
Nel corso degli anni sono stati condotti studi estensivi di selezione proprio
per identificare le colture maggiori produttrici di questo enzima (Lekha e
Lonsane, 1997).
La tannino acil idrolasi e` principalmente prodotta dai funghi filamentosi
Aspergillum e Penicillium (Yamada et al., 1968a; Bradoo et al., 1996). Gan-
ga et al. (1977), visionando un certo numero di funghi Penicillia e Aspergilli,
osservarono, quali maggiori produttori di tannasi, A. oryzae, A. flavus e A.
japonicus, in riferimento ai ceppi di Aspergillus, e P. islandicum, in riferimen-
to ai ceppi di Penicillium, con livelli pero` sempre al di sotto di quelli rilevati
per le prime specie. L’elevata attivita` tannasica di A. oryzae ha trovato con-
ferma negli studi di Yamada et al. (1967) mentre Lekha et al. (1993) hanno
riportato A. niger come miglior produttore.
Sono state individuate poi altre specie fungine produttrici, come mostra la
Tabella 1.2, quali Ascochyta boltshauseri e A. viciae, Neurospora, Trichothe-
cium roseum, Mucor pranii, Myrothecium verrucaria e Chaetomium lobosum
(Nishira e Mugibayashi, 1960). In particolare le specie di Ascochyta sono
fitopatogeniche e la tannasi da esse prodotta rappresenta, probabilmente,
una modalita` di invasione delle piante mediante idrolisi dei materiali fenolici
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complessi (Lekha e Lonsane, 1997).
Batteri
B Achromobacter spp. Lewis e Starkey, 1969
X Bacillus licheniformis Mondal et al., 2000
X Bacillus pumilis Deschamps et al., 1983
X Bacillus polymyxa Deschamps et al., 1983
X Corynebacterium spp. Deschamps et al., 1983
X Klebsiella planticol Deschamps et al., 1983
X Lactobacilli spp. Osawa et al., 2000
X Lonepinella koalarum Osawa et al., 1995b
B Pseudomonas solanacearum Deschamps e Lebeault, 1984
B Selenomonas ruminatium Skene e Brooker, 1995
X Streptococcus gallolyticus Osawa et al., 1995a
Funghi
∆ Aspergillus oryzae Bradoo et al., 1996
B Aspergillus flavus Yamada et al., 1968
∆ Aspergillus niger Bradoo et al., 1996
∆ Aspergillus japonicus Bradoo et al., 1996
B Aspergillus aureus Bajpai e Patil, 1996
∆Aspergillus awamori Bradoo et al., 1996
B Aspergillus fischeri Bajpai e Patil, 1996
B Aspergillus rugulosus Bradoo et al., 1996
B Aspergillus terreus Bajpai e Patil, 1996
A Diaporthe helianthi Montanari, 2004
B Penicillium chrysogenum Bradoo et al., 1996
B Penicillium notatum Ganga et al., 1977
B Penicillium isleicum Ganga et al., 1977
B Penicillium digitatum Bradoo et al., 1996
B Penicillium acrellanum Bradoo et al., 1996
B Penicillium carylophilum Bradoo et al., 1996
B Penicillium charlesii Bradoo et al., 1996
B Penicillium citrinium Bradoo et al., 1996
X Penicillium glabrum Lagemaat et al., 2001
X Cryphonectria parasitica Farias et al., 1992
X Fusarium solani Bradoo et al., 1996
B Fusarium oxysporium Bradoo et al., 1996
X Rhizopus oryzae Hadi et al., 1994
X Trichoderma viride Bradoo et al., 1996
B Trichoderma hamatum Bradoo et al., 1996
B Trichoderma harzianum Bradoo et al., 1996
B Helicostylum spp. Bradoo et al., 1996
B Cunnighamella spp. Bradoo et al., 1996
B Syncephalastrum racemosum Bradoo et al., 1996
A Neurospora crassa Bradoo et al., 1996
Lieviti
X Ceida spp. Aoki et al., 1976a,b
X Pichia spp. Deschamps e Lebeault, 1984
B Debaryomyces hansenii Deschamps e Lebeault, 1984
Tabella 1.2: Microrganismi che producono tannasi (aggiornata da Bhat et al., 1998; A
Scarso produttore, B Moderato produttore, X Buon produttore, ∆ Ottimo produttore).
E’ stato osservato come, in generale, la biodegradazione dei composti feno-
lici come i tannini implica l’idrossilazione del nucleo aromatico mediante rot-
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tura dell’anello. Cio` porta alla produzione di intermedi alifatici prontamente
convertibili in metaboliti del Ciclo di Krebs quali il piruvato, il succinato e
l’acetil coenzima A (Chowdhury et al., 2004).
In Aspergillus niger, ad esempio, l’acido gallico viene prodotto da un’os-
sigenasi che restituisce un intermedio instabile, l’acido tricarbossilico, che
viene decarbossilato da una decarbossilasi ossidativa a formare l’acido cis-
aconitico, il quale entra nel ciclo dell’acido citrico (Watanabe, 1965). In A.
flavus invece l’acido gallico viene degradato ad acido ossalacetico e trasfor-
mato in acido piruvico tramite vie anaplerotiche (William et al., 1986).
Anche batteri e lieviti sono noti sintetizzare l’enzima tannasi, basti con-
siderare i ceppi batterici appartenenti a Bacillus, Staphylococcus, Corynebac-
terium e Klebsiella individuati da Deschamps et al. (1983). Non sono molti
i lavori concernenti l’abilita` dei batteri di degradare i tannini in quanto sono
composti batteriostatici e tossici che danno reazioni irreversibili se a contatto
con le proteine (Scalbert, 1991). Nonostante cio`, sono stati Lewis e Starkey
(1969) a riportare, per la prima volta, la degradazione di gallotannini da par-
te di un batterio aerobio, Achromobacter spp. Studi successivi (Deschamps et
al., 1980) hanno portato ad identificare nuovi degradatori tannino specifici,
alcuni, come Enterobacter aerogenes, per i tannini di acacia, ed altri, come
Bacillus spp., e Pseudomonas spp., per i tannini del Quebracho (Deschamps,
1989; Saxena et al., 1995).
Per quanto concerne le capacita` degradative dei lieviti nei confronti dei
tannini, sono poche le evidenze disponibili perche´ sono altrettanto scarse le
ricerche fatte in questa direzione. I primi studi hanno riguardato l’isolamento
di lieviti da reflui contenenti tannini e da insetti xilofagi, i quali manifesta-
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vano la capacita` di crescere ed avere un’attivita` idrolitica nei confronti dei
gallotannini a varie concentrazioni. Gli studi sono stati poi focalizzati sulla
crescita di specie di Candida su un substrato a base di gallotannini (Aoki
et al., 1976a,b). In seguito, la capacita` decompositiva di questi microrgani-
smi e` stata segnalata da Otuk e Deschamps (1983) nei confronti di tannini
condensati di acacia, pino e della corteccia del Gabon.
Sono stati, inoltre, isolati e studiati i lieviti Candida guillermondii, C.
tropicalis e Torulopsis candida, determinandone la capacita` degradativa me-
diante stima delle leucoantocianidine e dei gruppi flavan-3-olo prodotti. Dei
tre lieviti solo uno, un ceppo di C. guillermondii, e` stato capace di degrada-
re la struttura del flavan-3-olo lasciando pero` inalterate le altre componenti
delle leucoantocianidine (Otuk e Deschamps, 1983; Vennat et al., 1986).
Tra le fonti non microbiche, e` stata riportata la presenza della tannasi
in molti materiali vegetali. Madhavakrishna et al. (1960) hanno discusso sul
significato fisiologico posseduto dalle tannasi vegetali suggerendo che, insieme
con elevate quantita` di zuccheri, le piante sintetizzano acido chebulinico,
acido gallico e acido esaidrossifenico durante la crescita. Con la maturazione
dei frutti questi acidi vengono esterificati con il glucosio, grazie all’intervento
dell’enzima tannasi, per dare tannini complessi. A seguito del processo di
abscissione le esterasi quindi idrolizzano i tannini.
Come gia` discusso nel corso dei precedenti paragrafi, questa presenza
enzimatica, anche se a livelli molto ridotti, e` stata rilevata anche nella mucosa
del rumine del bestiame (Begovic e Duzic, 1976) e nelle larve che si sviluppano
nelle galle delle piante (Nierenstein, 1930).
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1.2.7 Produzione industriale della tannasi e campi di
applicazione
Sebbene siano state citate svariate fonti enzimatiche, i microrganismi rap-
presentano la migliore risorsa per la produzione degli enzimi a livello indu-
striale. Infatti, la maggiore fonte commerciale di tannasi disponibile e` rap-
presentata da Aspergillus spp. (Okamura e Yuasa, 1987; Okamura et al.,
1988; Lekha e Lonsane, 1997). La diversita` biochimica che caratterizza i mi-
crorganismi ed i vantaggi che derivano dal loro utilizzo, sia a livello tecnico
che a livello economico, sono le motivazioni principali che hanno consentito
lo sviluppo di questa produzione (Underkofler, 1976). Infatti, i microrgani-
smi producono una notevole quantita` di biomassa in tempi ridotti, possono
produrre quantita` abbondanti e costanti di enzima, possono subire manipola-
zioni genetiche, allo scopo di incrementare l’attivita` tannasica, con modalita`
piu` rapide rispetto a piante ed animali e, soprattutto, consentono di ottenere
enzimi piu` stabili rispetto alle proteine analoghe di derivazione animale o
vegetale (Lekha e Lonsane, 1997).
La letteratura riporta che le tannasi sono prodotte tramite tre diversi
processi di fermentazione: la fermentazione su superficie liquida, processo non
proprio ideale a causa dei lunghi tempi richiesti (Lekha e Lonsane, 1997), la
SmF e la SSF (Frost e Moss, 1987).
Sebbene la SSF sia stata descritta come tipologia di fermentazione poten-
zialmente utile (Pandey, 1992; Pandey et al., 1999; 2000; 2001) e` comunque
un sistema in cui le varie fasi del processo sono ancora in una fase di svi-
luppo e quindi risulta ad oggi meno utilizzato (Lekha e Lonsane, 1994; 1997;
Chatterjee et al., 1996; Kar et al., 1998; Kar e Banerjee, 2000; Aguilar et al.,
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2001a; 2001b; Van de Lagemaat e Pyle, 2001; Aguilar et al., 2002; Pourrat
et al., 1982).
Il sistema di SmF e` quello piu` largamente adottato sino ad oggi, soprat-
tutto a livello commerciale (Okamura e Yuasa, 1987; Okamura et al., 1988).
Questo tipo di fermentazione implica la crescita di un microrganismo, sot-
toforma di sospensione, all’interno di un mezzo liquido in cui vari nutrienti
sono sciolti o sospesi (Frost e Moss, 1987). Il motivo della predilezione di
questo metodo, per la produzione di enzimi importanti a livello commercia-
le, e` legato alla facilita` di sterilizzazione e controllo dei processi nel sistema
(Aunstrup et al., 1979).
In termini di produttivita`, collocazione e stabilita` dell’enzima, pero`, la
SmF non e` necessariamente vantaggiosa rispetto agli altri metodi. Studi com-
parativi, infatti, hanno indicato che la produttivita` in un ceppo di Aspergillus
spp. e` maggiore con la SSF (Lekha e Lonsane, 1994; Aguilar et al., 2001a)
e cio` e` probabilmente dovuto all’assenza di attivita` proteolitica nelle colture
SSF (Aguilar et al., 2002). Inoltre, in questa modalita` di fermentazione, l’en-
zima e` completamente secreto nel mezzo di coltura, diversamente dalla SmF
in cui e` parzialmente intracellulare. Cio` fa in modo che la tannasi prodotta
abbia una stabilita`, a pH e temperatura, maggiore (Lekha e Lonsane, 1994).
La prova aggiuntiva della maggiore produttivita` del metodo in questione (Kar
et al., 1998; Kar e Banerjee, 2000) indica, inoltre, una sorta di passaggio di
testimone, a livello commerciale, tra la tecnica SmF e la SSF (Lekha e Lonsa-
ne, 1997). Infatti, gia` dagli anni ’80, in Giappone, un certo numero di enzimi
extracellulari usati a livello commerciale, quali proteasi e amilasi, venivano
prodotti con successo utilizzando la SSF (Cannel e Moo-Young, 1980).
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Per la produzione della tannasi sono stati utilizzati sia mezzi di fer-
mentazione sintetici, a composizione nota, sia substrati naturali entrambi
rispondenti alle richieste nutrizionali del microrganismo (Frost e Moss, 1987).
Nella SmF, i substrati sintetici contengono come unica fonte di carbo-
nio, per lo piu`, l’acido tannico a concentrazioni veriabili da 0,1-10%(Yamada
et al., 1968a; Aoki et al., 1976; Lekha e Lonsane, 1997). E’ stato visto che
concentrazioni elevate di acido tannico sono inibitorie per la crescita micro-
bica (Bajpai e Patil, 1997; Lekha e Lonsane, 1997). Inoltre, le concentrazioni
ottimali per la crescita e la sintesi enzimatica variano in base al tipo di
microrganismo e alle condizioni di fermentazione utilizzate. Possono essere
usate anche fonti di carbonio aggiuntive, quali il glucosio ed il saccarosio
(Hadi et al., 1994; Aguilar et al., 2001a; Van de Lagemaat e Pyle, 2001), in
concentrazioni variabili, presumibilmente come promotori iniziali di crescita,
dal momento che l’acido tannico e` un composto piu` difficile da metabolizzare
rispetto ad uno zucchero semplice. In un certo numero di sistemi fungini,
infatti, e` stato osservato che i tannini sono degradati piu` rapidamente in
presenza di altre sostanze metabolizzabili, quali fonti addizionali di carbonio
(Ganga et al., 1977) e di azoto.
Per quanto concerne le fonti di azoto, quelle piu` utilizzate sono il sodio
nitrato, l’ammonio cloruro e l’ammonio solfato. Sono infine presenti minerali
ed elementi salini, in tracce (Yamada et al., 1968a; Aoki et al., 1976; Lekha
e Lonsane, 1997).
Alcuni ricercatori utilizzano, diversamente, substrati naturali di coltura
quali estratti di castagno, estratti di tannino di noce (Deschamps et al., 1983;
Rajakumar e Nandy 1983; Barthomeuf et al., 1994).
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Anche le condizioni di fermentazione ottimali variano, in modo consi-
derevole, in base al tipo di organismo studiato. L’optimum di produzione
enzimatica puo` essere diverso rispetto a quello di crescita (Frost e Moss,
1987). Infatti, le temperature di incubazione utilizzate variano dai 25 ai 60◦C
(Mondal e Pati, 2000; Banerjee et al., 2001) ma quella ottimale, per l’attivita`
enzimatica fungina, e` di 30◦C (Yamada et al., 1968a; Rajakumar e Nandy,
1983; Barthomeuf et al., 1994; Lekha e Lonsane, 1997), mentre per i batteri
ed i lieviti si registrano temperature di 35-40◦C (Aoki et al., 1976; Deschamps
et al., 1983).
Gli enzimi sono proteine di conseguenza il pH del mezzo di coltura e`
fondamentale per la loro struttura e le loro funzioni. Trattandosi, nel ca-
so specifico, di una proteina acidica l’optimum, iniziale, per la produzione
enzimatica varia tra 4,5 e 7,0 (Yamada et al., 1968a; Pourrat et al., 1982;
Barthomeuf et al., 1994; Seth e Chand, 2000).
La richiesta di ossigeno sembra essere essenziale per la biosintesi della
tannasi (Yamada et al., 1968a; Aoki et al., 1976; Pourrat et al., 1982; Bar-
thomeuf et al., 1994) dal momento che un’aerazione insufficiente si traduce
nell’inibizione della crescita e quindi della produzione enzimatica. Esistono
delle eccezioni a questo quale il caso di Lactobacillus plantarum che produce
tannasi in totale assenza di ossigeno (Ayed e Hamdi, 2002). Al contrario,
un’aerazione eccessiva favorisce l’ossidazione dei tannini e si traduce in un
effetto inibitorio sulla biosintesi della tannasi (Barthomeuf et al., 1994).
Anche il tempo di incubazione e` un fattore strettamente correlato sia alla
tipologia di microrganismo considerata che all’inoculo utilizzato ma dipende
anche dal quantitativo di tannasi prodotta. La fermentazione fungina puo`
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durare da un minimo di uno ad un massimo di dieci giorni diversamente
da quella batterica in cui, per taluni casi, bastano poche ore di incubazione
(Deschamps et al., 1983; Lekha e Lonsane, 1997). I microrganismi, in base
alla loro natura, vengono inoculati sottoforma di sospensione di spore o mi-
celio, ottenute da colture liquide o solide, spesso contenenti l’induttore acido
tannico allo scopo di incrementare la produttivita` nella coltura successiva
(Yamada et al., 1968a; Aoki et al., 1976; Pourrat et al., 1982; Hadi et al.,
1994).
Gli usi pratici della tannasi, a livello commerciale, sono limitati dagli
alti costi di isolamento e purificazione dell’enzima cos`ı come dalla mancan-
za di conoscenze sulle sue proprieta`, sulle tecniche di produzione ottimale,
e sulla sua produzione in larga scala (Lekha e Lonsane, 1997). Le tecniche
di immobilizzazione della tannasi offrono diversi vantaggi, nelle applicazioni
industriali, che includono l’uso ripetuto dell’enzima, la convenienza nella se-
parazione del prodotto, l’aumento della stabilita` dell’enzima e la continuita`
nel processo produttivo (Weetal, 1985; Sanderson et al., 1974; Coggon et al.,
1975; Bajpai et al., 1999; Sharma et al., 2002).
Nonostante tutte queste problematiche, pero`, la tannasi e` estensivamente
applicata a livello industriale nei settori piu` disparati. Tra le prime appli-
cazioni di questo enzima occorre annoverarne l’utilizzo come sonda analitica
per la determinazione della struttura degli esteri sconosciuti dell’acido gallico
(Haslam e Tanner, 1970).
L’applicazione piu` promettente, per la tannasi, e` certamente la produzio-
ne del “te´ istantaneo” (Sanderson et al., 1974). Un requisito importante di
questa bevanda e` la solubilita` in acqua fredda, poiche´ viene per lo piu` uti-
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lizzato per preparare il te´ freddo (Coggon et al., 1975). Il maggior problema
nella manifattura del te´ istantaneo e` la formazione di un precipitato inso-
lubile, il “tea-cream”, che si forma durante il processo di raffreddamento a
4◦C (Sanderson, 1972) e che non e` altro che il risultato della complessazione
dei polifenoli del te´ nero (come le te´aflavine) con la caffeina. L’eliminazione
di questi precipitati a livello chimico, con solfiti, ossigeno molecolare o alca-
li (Smith, 1968; Sanderson et al., 1974; Lekha e Lonsane, 1997), comporta
una perdita considerevole delle componenti aromatiche del te´ (Coggon et al.,
1975; Balenatine et al., 2002). Diversamente, il processo di deesterificazione
dei polifenoli del te´ catalizzato dalla tannasi comporta una sostanziale ri-
duzione dei livelli dei complessi insolubili in acqua fredda (Sanderson et al.,
1974) e consente di salvaguardare le proprieta` organolettiche del prodotto
(Lekha e Lonsane, 1997). In questo processo la tannasi puo` essere utilizzata
da sola (Sanderson et al., 1997; Blair et al., 2003), oppure combinata con altri
enzimi (Agbo e Spradlin, 1995; Lehmberg et al., 2000) o sostanze chimiche
(Lehmberg et al., 2000).
Anche nel processo di produzione della birra, la decolorazione e lo sviluppo
del sedimento, durante il periodo di conservazione, possono essere prevenuti
utilizzando gli enzimi tannasi e lattasi, che idrolizzano i fenoli del mosto di
malto (Rossi et al., 1988). La rimozione dei tannini e` necessaria per risolvere i
problemi legati alla torbidita` della birra (Aguilar e Gutierrez-Sanchez, 2001).
Sempre nel settore enologico, l’uso della tannasi nella produzione del vino
e` stato descritto, per la prima volta, da Yamada e Tanaka (1972). Durante
l’elaborazione del “acorn wine”, una bibita a base di estratto di ghianda, la
tannasi consente di produrre una bevanda migliore con un contenuto alcolico
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del 10%, un pH pari a 4 e una riduzione degli zuccheri fino al 7%. L’enzima,
prodotto da specie di Aspergillus cresciute su una massa bagnata di ghiande,
e` responsabile dell’idrolisi dell’acido clorogenico ad acido caffeico e acido
quinico, i quali hanno un’influenza positiva sul sapore del vino, migliorandone
le caratteristiche organolettiche (Chae e Yu, 1983). Inoltre, l’uso congiunto
della tannasi e della laccasi nel succo e nel mosto di uva favorisce la rimozione
delle sostanze fenoliche per la stabilizzazione delle bevande e l’incremento
della qualita` dei vini (Cantarelli, 1986; Cantarelli et al., 1989). In questo
modo viene eliminato il problema della torbidita` del vino, dovuto proprio
all’ossidazione dei tannini a contatto con l’aria (Lekha e Lonsane, 1997).
La tannasi viene utilizzata anche come agente chiarificante nei succhi di
frutta e nelle bevande ghiacciate al gusto di caffe´ per rimuovere i composti
fenolici dei materiali vegetali (Lekha et al., 1993).
Una delle applicazioni piu` importanti della tannasi e`, inoltre, la produ-
zione dell’acido gallico a partire dai sottoprodotti vegetali ricchi in tannini
(Coggon et al., 1975; Chae e Yu, 1983; Pourrat et al., 1985). Tra le tecniche di
bioconversione dell’acido gallico (con acidi, alcali o enzimi), l’idrolisi enzima-
tica e` quella piu` vantaggiosa perche´ comporta un minore dispendio energetico
ed e` meno inquinante. L’acido gallico e` un intermedio sintetico importante
nella produzione del pirogallolo, nonche´ degli esteri dell’acido gallico, usati
nell’industria alimentare e in quella farmaceutica (Deschamps e Lebeault,
1984). L’acido gallico viene prodotto industrialmente per idrolisi chimica dei
gallotannini naturali e, in tal senso, la tannasi viene utilizzata per la sua
funzione primaria, ossia quella di scindere il gallotannino per formare acido
gallico (Iibuchi et al., 1972; Lekha e Lonsane, 1997). Inoltre, l’acido gallico e`
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utilizzato per la sintesi enzimatica, catalizzata dalla tannasi, del propilgalla-
to, usato a sua volta come antiossidante nei grassi e negli oli, cos`ı come nelle
bibite (Weetal, 1985).
Nella produzione farmaceutica, l’acido gallico e` coinvolto nel processo di
sintesi del Trimetoprim, un antibatterico (Sitting, 1988; Hadi et al., 1994;
Lekha e Lonsane, 1997).
L’acido ellagico, al contrario del gallico, ha un elevato costo di produzio-
ne. Gli ellagitannini, per la loro complessa struttura, sono difficilmente idro-
lizzabili mediante l’utilizzo delle tecniche tradizionali. Huang et al. (2005)
hanno identificato un particolare ceppo di Aspergillus niger quale produtto-
re di tannasi per la liberazione e l’accumulo di acido ellagico nel mezzo di
fermentazione.
L’uso della tannasi nel pretrattamento dei mangimi animali, ricchi in
tannini, consente l’eliminazione dei composti indesiderabili e ne incrementa
la digestibilita` (Lekha e Lonsane, 1997). Il sorgo e` generalmente usato come
complemento dell’alimentazione animale; tuttavia, alcune cultivar di sorgo
presentano elevate concentrazioni di tannini. Il trattamento con la tannasi
consente di diminuirne il contenuto in tannini e rende possibile l’utilizzo come
mangime (Aguilar e Gutierrez-Sanchez, 2001).
Uno studio condotto sui trattamenti enzimatici rivolti al miglioramento
della qualita` di alcuni foraggi ha evidenziato la capacita` della tannasi, pro-
dotta da Penicillium chrysogenum, di apportare un notevole incremento in
proteine, zuccheri e sali minerali (Nuero e Reyes, 2002). A tal proposito, sem-
bra che sia possibile utilizzare il fungo P. glabrum, nella SSF, per riciclare
rifiuti agricoli ricchi in tannini, come gli scarti del processo di lavorazione di
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uva, caffe´ e te´, ed utilizzarli come mangimi (Lagemaat e Pyle, 2001).
La tannasi trova anche utilizzo nel campo della cosmesi, nell’industria del
pellame, nella selezione di tannini di qualita` superiore (Barthomeuf et al.,
1994), nell’industria alimentare, per incrementare la qualita` di alcuni cibi
rimuovendo le sostanze indesiderabili (Barthomeuf et al., 1994), nel settore
che si occupa della bioconversione dei materiali vegetali (Lekha e Lonsane,
1997) e nel trattamento degli eﬄuenti delle concerie, come soluzione efficace
ed economica (Kar e Banerjee, 2000; Aguilar e Gutierrez-Sanchez, 2001).
In tutti i processi commerciali citati le modalita` di utilizzo dell’enzima
tannasi sono diverse e comportano: il contatto diretto dell’estratto enzimatico
con il materiale da trattare (Deschamps e Lebeault, 1984), l’accrescimento
di ceppi fungini, produttori dell’enzima stesso, direttamente sul materiale di
interesse, ricco in tannini (Pourrat et al., 1985; Kar et al., 1999) o, ancora,
l’utilizzo di co-colture che sfruttano le sinergie risultanti dalle interazioni
microbiche (Banerjee et al., 2005).
Resta il fatto che, uno dei maggiori problemi relativi all’uso di ceppi
fungini nelle applicazioni industriali e` la lentezza del processo di degradazione
e risulta inoltre difficile intervenire, mediante manipolazione genetica, sui
ceppi fungini a causa della loro complessita` (Chowdhury et al., 2004).
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1.3 Il genere Fusarium
1.3.1 Complessita`, distribuzione e sviluppo di Fusa-
rium spp.
Il genere Fusarium include numerosi, nonche` importanti, patogeni delle
piante. Si tratta di agenti causali di malattie distruttive che colpiscono al-
cune delle specie vegetali agronomicamente piu` importanti del mondo, quali
mais, frumento, patata, cassava, palma, banana, pino e numerose altre piante
(Brown et al., 2006). Lo studio estensivo del genere in questione trova riscon-
tro nel fatto che alcune specie patogeniche di Fusarium sono produttrici di
micotossine, le quali, a loro volta, rappresentano una potenziale minaccia per
la salute degli animali da allevamento e dell’uomo (Marasas et al., 1984; Ma-
rasas e Nelson, 1987) e determinano una riduzione marcata del valore delle
colture in cui sono presenti (Brown et al., 2006). Specificamente, le micotos-
sine prodotte da Fusarium e rilasciate nei tessuti vegetali infetti abbracciano
una serie di composti strutturalmente diversi.
Fusarium e` un genere ampiamente distribuito, a livello mondiale, nei ter-
reni, nelle porzioni epigee ed aeree delle piante, nei residui vegetali e in altri
substrati organici (Booth, 1971; Burgess, 1981; Gordon, 1959; Wollenweber
e Reinking, 1935). L’ampia diffusione delle specie di Fusarium puo` essere at-
tribuita all’abilita` di questi funghi di colonizzare piante diverse e di crescere
su un ampio range di substrati e ai loro efficienti meccanismi di propagazio-
ne (Burgess, 1981). Infatti, alcuni campi agricoli presentano quantitativi di
propaguli di Fusarium pari a 100,000 per grammo di terreno (Snyder, 1981).
Queste specie sono comuni nelle regioni tropicali e temperate e sono rin-
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venibili nelle aree desertiche, alpine e artiche, dove prevalgono condizioni
climatiche rigide. Molte specie di Fusarium sono abbondanti in terreni fertili
coltivati e nelle “rangeland” ma sono relativamente non comuni nei terreni
forestali (Nelson et al., 1994).
Proprio in conseguenza alla loro abbondanza nel suolo e alla loro frequente
associazione con le radici delle piante, sia come parassiti che come saprofiti,
le specie di Fusarium sono spesso considerate funghi tellurici. Tuttavia, la
pioggia e il vento possono giocare un ruolo importante nella diffusione di
questi microrganismi che presentano modalita` di dispersione nell’atmosfera
sia attive che passive. Evidenze della dispersione aerea di spore di Fusarium
sono state riportate con distanze anche superiori ai 400 km (Ooka e Komme-
dahl, 1977). Solo alcune di queste specie aviotrasportate vengono incontrate,
raramente, negli isolamenti da materiale tellurico o radicale.
I sintomi causati da Fusarium sulle piante sono numerosi e possono inte-
ressare qualsiasi stadio di sviluppo, dai semi in fase di germinazione ai tessuti
vegetali maturi, in dipendenza della pianta ospite e della specie di Fusarium
responsabile della malattia (Brown et al., 2006). I marciumi radicali, dello
stelo, della spiga, la scabbia dei cereali, le tracheomicosi (Nelson et al., 1981),
i cancri (Booth, 1971) sono alcune delle malattie provocate dal fungo (Brown
et al., 2006).
La tassonomia di Fusarium spp. e`, da sempre, una questione controversa e
la complessita` che la caratterizza risulta ancor piu` evidente dalla molteplicita`
e diversita` dei sistemi tassonomici e dei criteri proposti per la differenziazione
delle specie (Nelson, 1991; Windels, 1991; Nelson et al., 1994). Inoltre, e`
necessario prendere in considerazione la variabilita` morfologica che i ceppi
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manifestano in natura e in coltura (Castella´ et al., 1999).
Sono molti gli studiosi che nel corso degli anni si sono dedicati allo stu-
dio del genere Fusarium per cercare di risolvere le questione tassonomiche,
ossia identificare e classificare le varie specie di Fusarium individuandone le
caratteristiche chiave.
Inizialmente c’erano piu` di 1000 specie, varieta` e forme identificate sulla
base di osservazioni superficiali, con scarsa o totale assenza di riguardo per
le caratteristiche colturali degli isolati esaminati (Toussoun e Nelson, 1975).
La maggior parte di questo lavoro e` stata fatta prima che pleomorfismo
e variabilita` fossero rinvenute nei funghi.
I sistematici generalmente non descrivevano l’intero organismo e non pre-
stavano attenzione all’osservazione delle similitudini o delle relazioni tra i
funghi. La necessita` di un sistema di classificazione preciso e attendibile e`
diventata imprescindibile quando e` stato dimostrato che molte specie di Fu-
sarium causano gravi malattie su svariate piante. Wollenweber et al. (Wol-
lenweber, 1913; 1914; 1925; Wollenweber et al., 1925) hanno dedicato la loro
carriera all’analisi del genere Fusarium ed i loro studi hanno avuto come fine
la pubblicazione del Die Fusarien (Wollenweber e Reinking, 1935). Altri si-
stemi tassonomici sono stati proposti in seguito, ma e` essenziale sottolineare
che tutti i sistemi, cos`ı detti moderni, sulla tassonomia di Fusarium sono
basati sul lavoro di Wollenweber e Reinking (1935).
Le difficolta` nell’applicazione dei criteri morfologici per l’identificazione
delle specie in questo genere sono state in parte superate dall’avvento dei
metodi molecolari basati sull’analisi del DNA, uno strumento utile con cui
studiare la filogenesi di Fusarium e differenziare le specie, le forme speciali,
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le razze ed i ceppi (Donaldson et al., 1995).
Le relazioni filogenetiche e la variabilita` tra le specie di Fusarium sono
spesso state determinate confrontando le regioni del rDNA nucleare mediante
l’uso di primer oligonucleotidici specifici per gli spaziatori interni trascritti,
le regioni ITS (White et al., 1990; O’Donnel, 1992; Peterson, 1991). L’appro-
priatezza dell’approccio e` stata provata, poiche´ le specie vengono raggruppate
sulla base del teleomorfo corrispondente, quando noto, e vengono cos`ı evi-
denziate le relazioni esistenti all’interno di questi gruppi (Bateman et al.,
1996).
Sebbene il sequenziamento del rDNA sembra essere la tecnica principa-
le per risolvere la tassonomia di Fusarium (Manicom et al., 1990), confronti
indiretti delle sequenze possono essere fatti usando i polimorfismi di lunghez-
za dei frammenti di restrizione, gli RFLPs. Cio` consente il confronto di un
elevato numero di isolati e taxa per la determinazione delle loro relazioni
(Bateman et al., 1996).
Alcuni Autori hanno provato ad usare test biochimici e fisiologici per
caratterizzare le specie di Fusarium esaminando: la loro abilita` a crescere su
una serie di fonti di carbonio, la loro resistenza a inibitori chimici, il loro
metabolismo secondario (Thrane, 1986) e i loro profili enzimatici Api-ZymR
(Wasfy et al., 1987; Castella´ et al., 1999).
All’interno del genere si osserva un notevole grado di variabilita` riguardo
alle caratteristiche morfologiche, colturali e fisiologiche. Cio` spiega, in parte,
l’abilita` delle specie di Fusarium di colonizzare differenti nicchie ecologiche
nella maggior parte delle aree geografiche del mondo. Tuttavia, la variabilita`
ha sollevato difficolta` considerevoli nello sviluppo di un sistema tassonomico
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stabile e ampiamente accettato (Nelson et al., 1994).
L’approccio di base, proposto e illustrato da Nelson et al. (1983) e Burgess
et al. (1988), e` stato accettato da molti ricercatori ed e` basato in larga misura
sul Die Fusarien. Rispetto alla classificazione originale, nel corso degli anni
sono state riconosciute nuove specie diverse ed altre, gia` note, sono state
trasferite ad altri generi (Nelson et al., 1994).
Prima del completamento di questi studi, la tassonomia di Fusarium e`
stata basata principalmente su materiale collezionato nelle regioni fredde
temperate sebbene Reinking e Wollenweber (1927),Wollenweber e Reinking
(1925), Gordon (1956) e Booth (1971) abbiano avuto accesso a colture prove-
nienti da alcune regioni tropicali. Basandosi sulle informazioni bibliografiche
disponibili e` stato necessario verificare se, nel tempo, si fosse conservata un’e-
satta corrispondenza nell’assegnazione del nome della specie e, la` dove questa
fosse assente, cercare di attribuire la nuova nomenclatura.
Fusarium e` un genere di Hyphomycetes oggi ampiamente considerato un
genere anamorfo associato agli ascomiceti. Lo stadio sessuale, detto teleo-
morfo, di molte delle specie che caratterizzano il genere sono riconducibili al
genere Gibberella ma un certo numero di specie hanno anche come teleomorfo
il genere Nectria.
Il genere Fusarium si presenta diviso in sezioni. La classificazione di grup-
pi di specie in sezioni e` una modalita` conveniente di raggruppare le specie, per
i generi che ne presentano un largo numero, con caratteristiche morfologiche
simili. In alcune sezioni di Fusarium, quali Elegans e Spicarioides, e` presente
una sola specie per sezione. In altre sezioni, come Gibbosum e Discolor, ci
sono da cinque a dieci specie per sezione. Tuttavia, e` stato riconosciuto che
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questa suddivisione non rappresenta le reali relazioni filogenetiche interspe-
cifiche. Ci sono, infatti, evidenze di polifilogenia all’interno di alcune sezioni,
come la convergenza morfologica di specie geneticamente dissimili, e, vice-
versa, la divergenza morfologica tra specie geneticamente simili. La diversita`
all’interno di alcune specie sembra essere associata alle differenze tra le specie
vegetali ospiti (Bateman et al., 1996).
1.3.2 Aspetti biologici, morfologici e malattie causate
dalle specie di Fusarium
Le specie di Fusarium possono produrre, singolarmente o in modo com-
binato, tre tipologie di strutture propagative e/o di conservazione: macroco-
nidi, microconidi e clamidospore (Nelson et al., 1983) (Figura 1.8). Esisto-
no, tuttavia, alcune particolari specie che non presentano nessuna di queste
strutture.
I macroconidi sono prodotti in una struttura specializzata, chiamata spo-
rodochio, in cui la massa sporigena e` sorretta da una superficie, una sorta di
cuscino, di monofialidi corte (Hawksworth et al., 1983). Lo sporodochio, tal-
volta, puo` presentarsi rivestito da mucillaggine. I macroconidi possono essere
prodotti anche nel micelio aereo, portati, anche in questo caso, da monofialidi
o polifialidi.
Una monofialide e` un conidioforo dotato di un’unica apertura, o poro,
tramite la quale gli endoconidi sono espulsi. Diversamente una polifialide pre-
senta due o piu` aperture. Dal momento che i macroconidi hanno dimensioni
e forme intermedie vengono spesso definiti mesoconidi (Pascoe, 1990). Questi
conidi intermedi sono rinvenibili principalmente in Fusarium semitectum, F.
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avenaceum e F. subglutinans.
Figura 1.8: Ingrandimento delle strutture sporigene di Fusarium oxysporum: a)
sporodochio con fialidi in evidenza, b) e c) macroconidi falciformi.
I microconidi, invece, sono prodotti nel micelio aereo ma non all’inter-
no di sporodochi. Possono essere generati in “false teste” o catene, sia su
monofialidi che su polifialidi. Le “false teste” contengono gli endoconidi e
ricorrono quando una goccia di umidita` si forma all’apice del conidioforo. I
microconidi hanno varie forme e dimensioni e, in particolare, quelli prodotti
in catene presentano la base tronca.
Il terzo tipo di struttura formata dalle specie di Fusarium sono le cla-
midospore, che sono dotate di una parete spessa e riempite di un materiale
lipido-simile necessario al fungo per resistere nel terreno durante l’inverno,
nei casi di indisponibilita` di un ospite adeguato. Le clamidospore possono
nascere singole, a coppie, in masse o in catene e la parete esterna puo` essere
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liscia oppure irregolare.
Tra i caratteri primari usati nel distinguere le specie nella tassonomia di
Fusarium la morfologia dei macroconidi costituisce la chiave principale unita-
mente alla presenza/assenza dei microconidi, alla loro forma e alla modalita`
di formazione, alla morfologia dei microconidiofori e alla presenza/assenza
delle clamidospore.
Le caratteristiche secondarie invece sono utilizzate nella descrizione delle
specie quando vengono cresciute in condizioni standard di luce, temperatura
e substrato. Morfologia e pigmentazione della colonia, presenza/assenza di
sporodochi, sclerozi o stromi non rappresentano, pero`, dei criteri adeguati
per la differenziazione di una specie.
A livello sanitario e` noto che il genere Fusarium comprende molte spe-
cie micotossigene. Le micotossine sono metaboliti secondari fungini nocivi,
ad ampio spettro di azione, che causano le micotossicosi, ossia malattie che
emergono a seguito dell’ingestione di cibi, o mangimi, resi tossici proprio
dalla presenza di questi metaboliti fungini. Le malattie umane associate con
le specie di Fusarium tossigeniche sono svariate. La leucopenia alimentare
tossica (ATA = alimentary toxic aleukia) e` una micotossicosi che ha causato
la morte di migliaia di persone in Russia alla fine della II Guerra Mondiale
(Marasas et al., 1984). E’ causata dai cereali che, durante il processo di sver-
namento, vengono colonizzati da Fusarium sporotrichioides e F. poae (Joffe e
Palti, 1967; Marasas et al., 1984), i quali producono la tossina T-2 (Bamberg,
1968; Bamberg et al., 1968). Da un punto di vista clinico, l’ATA e` divisa in
tre stadi. Se la diagnosi della malattia non avviene nel primo stadio, o du-
rante la transizione dal secondo al terzo, la compromissione delle condizioni
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del paziente ne determina la morte (Nelson et al., 1994).
La malattia di Urov, o Kashin-Beck, e` una osteoartrosi cronica distrofica,
deformante e inabilitante, che interessa le connessioni periferiche e la colonna
vertebrale. La malattia inizia, lentamente e asintomaticamente, nei ragazzi
in eta` scolastica (Marasas et al., 1984). La Akakabi-byo, o intossicazione da
scabbia dei cereali, e` causata da F. graminearum e comporta problematiche
quali anoressia, nausea, vomito e convulsioni (Marasas et al., 1984).
Negli animali le specie di Fusarium tossigene sono agenti causali di sin-
dromi emorragiche. In particolare, i funghi piu` spesso associati a queste mico-
tossicosi sono F. sporotrichioides e F. poae. La sindrome emorragica e l’ATA
sono sindromi strettamente correlate, anche se diverse tra loro, dal momen-
to che entrambe sono causate da tricoteceni, come la tossina T-2 e il dia-
cetossiscirpenolo (Marasas et al., 1984; Marasas et al., 1987). Sindromi da
rifiuto alimentare ed emetiche sono dovute, in particolare, all’infezione di
mais e orzo da parte di F. graminearum. E’ stato stabilito che la micotossina
deossinivalenolo e` la causa unica di queste malattie (Marasas et al., 1984).
La malattia del Degnala ricorre nei bufali e nei bovini durante la stagione
invernale. E’ caratterizzata dall’ingrossamento edematoso delle zampe e dalla
necrosi, seguita dalla cancrena e dalla desquamazione finale, delle estremita`
(Marasas et al., 1987).
La polmonite interstiziale atipica e` una malattia respiratoria fatale dei
bovini, causata dall’ingestione delle patate dolci infettate da Fusarium spp.
Questa tossicosi e` causata da quattro furanoterpenoidi tossici (Nelson et al.,
1994).
Dalla vasta bibliografia esistente in merito all’argomento e` possibile con-
58
Introduzione
cludere che Fusarium moniliforme rappresenta, ad oggi, la specie di Fusa-
rium sulla quale e` concentrata l’attenzione degli studiosi delle micotossine.
F. moniliforme e`, infatti, uno dei maggiori funghi associati ai prodotti di
alimentazione, sia umana che animale, come nel caso del mais (Marasas et
al., 1984; Nelson, 1992).
1.3.3 Classificazione delle specie di Fusarium.
I manuali di identificazione ad oggi disponibili forniscono chiavi sinopti-
che (Nelson et al., 1983), chiavi dicotomiche (Booth, 1971), chiavi tabulari
(Burgess et al., 1988) oppure sono privi di chiavi (Gerlach e Nirenberg, 1982).
Le chiavi sinoptiche si adattano perfettamente ai programmi computeriz-
zati, dal momento che i dati in entrata possono essere classificati con estrema
velocita`. La “Fuskey” (Fusarium Interactive Key, 1996) e` un prodotto di IV
generazione che include: le 30 piu` comuni specie di Fusarium presenti nel
Manuale di Identificazione di Nelson et al. (1983), diverse specie descritte
dagli Autori del medesimo libro, e da loro colleghi, a partire da quella data e
svariate specie, meno comuni, che, sebbene non considerate da Nelson et al.
(1983), sembrano essere accettate da molti studiosi del genere in questione.
Il programma e` stato progettato non con l’intento di sostituire i lavori cui fa
riferimento bens`ı come strumento ausiliare a questi manuali.
Conferme aggiuntive sull’identificazione delle specie di Fusarium fanno
riferimento ad una recente pubblicazione promossa dall’UFAFP (Ufficio Fe-
derale dell’Ambiente, delle Foreste e del Paesaggio, 2004) nella quale, in ma-
niera piu` ampia, anche se non completa, e` proposto un elenco sia di tutti i
funghi microscopici patogeni, per l’uomo e gli animali, sia di tutti i funghi fi-
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topatogeni. L’elenco in questione riporta i nomi attuali piu` comuni dei funghi
accompagnati dai sinonimi piu` diffusi nonche´ dal corrispondente anamorfo e
teleomorfo.
L’unione delle informazioni rilevate da questi sistemi di classificazione ha
reso possibile stilare una sorta di lista nell’ambito della quale sono annove-
rate, divise per sezioni, tutte le specie esistenti di Fusarium, con particolare
riferimento alle specie piu` importanti (Tabella 1.3,1.4,1.5,1.6,1.7,1.8,1.9).
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In aggiunta alle specie elencate, e` stata identificata una serie di nuove
specie non attribuite, o non attribuibili, a sezioni specifiche. Si tratta di
F. beomiforme, F. circinatum anamorfo Gibberella circinata, F. domesticum
(sin: Trichothecium domesticum), F. dlamini, F. napiforme, F. nygamai, F.
polyphialidicum, Plectosporium tabacinum (sin obsoleto: F. tabacinum).
1.3.4 Fusarium spp.: capacita` di crescita su substrati
tannici
L’uso dell’acido tannico, nei test tassonomici, per la distinzione delle di-
verse specie fungine si e` rivelato un mezzo proficuo di complemento ai metodi
tradizionali (Nanni et al., 1994). Infatti, con il suo utilizzo, all’interno di terre-
ni di coltura opportuni, in base alle capacita` di ossidazione o di sviluppo degli
isolati nei confronti dell’acido tannico, e` possibile differenziare molte specie
(Bavendamm, 1928; Campbell, 1938; Chand, 1982; Cowley e Whittingham,
1961; Davidson et al., 1938).
L’abilita` di specie comuni di Fusarium di crescere su un substrato aga-
rizzato contenente tannini e saccarosio (TAN agar) e` stata valutata per la
prima volta da Thrane (1986). Nell’ambito del suo studio, Thrane (1986) ha
discusso e confermato la possibilita` di utilizzare un criterio fisiologico, ossia
la risposta di accrescimento su tale mezzo, come strumento supplementare
per l’identificazione delle specie di Fusarium. Dei 365 isolati presi in consi-
derazione e` stata fatta una suddivisione (Tabella 1.10) in due gruppi, uno
caratterizzato dalla presenza di funghi capaci di crescere sul TAN agar, defi-
niti TAN+, e l’altro da microrganismi incapaci di crescervi, e quindi definiti
TAN− (Thrane, 1986).
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Fusarium spp. TAN+ Fusarium spp. TAN−
Sezione Specie Sezione Specie
Elegans F. oxysporum Discolor F. culmorum
Martiella F. solani F. graminearum
Gibbosum F. acuminatum Sporotrichiella F. poae
F. equiseti
Liseola F. verticilloides
Sporotrichiella F. sporotrichioides
F. tricinctum
Tabella 1.10: Abilita` di crescita di Fusarium spp. su TAN agar.
Questa capacita`, risultata essere stabile all’interno delle singole specie,
si presenta variabile tra le diverse specie all’interno di una stessa sezione e
potrebbe percio` costituire un importante carattere diagnostico. La conferma,
anche se solo parziale, dei dati esposti da Thrane (1986) proviene da un’inda-
gine successiva (Nanni, 1991) in cui viene osservata, in contrapposizione, la
variabilita` di comportamento, definita TAN±, di alcune specie di Fusarium,
caratterizzate sia da isolati TAN+ che da isolati TAN−. L’ampliamento delle
ricerche, eseguito del medesimo Autore, ha denunciato l’invalidita` del meto-
do a fini diagnostici (Nanni et al., 1994). Nello studio, condotto su 206 isolati
di Fusarium, appartenenti a specie diverse, l’esame dello sviluppo miceliare
ha permesso di stilare un elenco in cui a ciascun isolato viene attribuita una
categoria, definita da un valore numerico variabile da 0 (totale assenza di
sviluppo; TAN−) a 1-4 (casi di sviluppo piu` o meno intenso; TAN+).
Nella Tabella 1.11 sono evidenziate uguaglianze e differenze derivate dal
confronto dei risultati ottenuti nelle sperimentazioni di cui sopra.
Anche gli effetti della concentrazione dei gallotannini sulla produzione
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della tannasi sono stati valutati portando ad osservare il comportamento di
alcune specie fungine allevate a concentrazioni crescenti di tali composti. Le
specie incluse nello studio, Aspergillus niger, Aspergillus fischerii, Fusarium
solani e Trichoderma viride, sono state comparate evidenziando nelle ultime
tre la capacita` di produrre livelli di tannasi piu` alti rispetto ad A. niger
(Bajpai e Patil, 1996).
Secondo Bajpai e Patil (1997) i funghi non si accrescono se direttamen-
te inoculati su di un mezzo contenente alte concentrazioni di gallotannini.
Logico e` che il limite massimo di tolleranza dipende dalla tipologia di fungo
considerato e puo` essere esteso effettuando l’allevamento in substrati conte-
nenti concentrazioni progressivamente superiori di gallotannini. Nel caso di
Fusarium solani il limite di tolleranza e` stato incrementato fino al 3%, valore
ben lontano dal 20% rappresentativo di A. niger. E’ stato osservato, inoltre,
che l’attivita` della tannasi risulta essere piu` alta a concentrazioni elevate di
gallotannini, rilevando per F. solani un optimum del 3%.
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Risultati (TAN)
Specie
Thrane (1986) Nanni (1991) Nanni (1994)
F. decemcellulare tan +
F. poae tan − tan ±
F. tricinctum tan + tan ±
F. sporotrichioides tan +
F. chlamidosporum tan ±
F. avenaceum tan + tan + tan ±
F. arthrosporioides tan +
F. incarnatum tan + tan +
F. equiseti tan + tan + tan +
F. acuminatum tan + tan + tan +
F. compactum tan + tan +
F. longipes tan +
F. scirpi tan +
F. sambucinum tan + tan ±
F. culmorum tan − tan ± tan +
F. graminearum tan − tan − tan ±
F. lateritium tan + tan +
F. moniliforme tan + tan + tan +
F. proliferatum tan +
F. oxysporum tan + tan + tan +
F. solani tan + tan ± tan ±
Microdochium nivale tan ±
Tabella 1.11: Confronto dei risultati ottenuti dalle diverse sperimentazioni.
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Scopo del lavoro
La Tannino Acil Idrolasi, (E.C.3.1.1.20), comunemente nota come tan-
nasi (TAH) e` un enzima ubiquitario che catalizza l’idrolisi dei legami esteri
e depsidici nei tannini idrolizzabili, come l’acido tannico, con liberazione di
uno zucchero e di un acido. L’enzima ha un’ampia versatilita` funzionale ed
applicativa e, per tale motivo, ha acquisito una grande importanza nell’ambi-
to degli studi produttivi, su piccola e larga scala, dei settori agro-industriali
piu` diversi, fino a rivestire un importante ruolo ecologico nel risanamento
ambientale.
La natura microbica, e prevalentemente extracellulare, della tannasi spie-
ga la ragione per cui i microrganismi, fungini in prevalenza, sono impiegati per
la produzione dell’enzima a livello industriale. Infatti, la diversita` biochimica
che caratterizza i microrganismi ed i vantaggi che derivano dal loro utilizzo,
sia a livello tecnico che a livello economico, sono le motivazioni principali che
hanno consentito lo sviluppo di questa produzione. A livello commerciale gli
usi pratici della tannasi sono, tuttavia, limitati dagli alti costi di isolamento
e purificazione dell’enzima, cos`ı come dalla mancanza di conoscenze sulle sue
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proprieta`, sulle tecniche di produzione ottimale, e sulla sua produzione in
larga scala.
Gli studi presenti in letteratura rivolti alla messa a punto di sistemi spe-
rimentali di produzione di tannasi a partire da fonti microbiche, sia fungine
che batteriche, non sono molti e tendono a concentrarsi prevalentemenete
sulle specie appartenenti ai generi Aspergillus e Penicillium.
Dal momento che il genere Fusarium include numerose specie, con un no-
tevole grado di variabilita` riguardo alle caratteristiche morfologiche, colturali
e fisiologiche, capaci di colonizzare differenti nicchie ecologiche, e le uniche
informazioni relative alla produzione di tannasi extracellulari sono circoscrit-
te alle sole specie F. oxysporum e F. solani (Bradoo et al., 1996; Bajpai e
Patil, 1997), le ricerche si sono proposte di:
• valutare la produzione di tannasi extracellulari in 30 isolati di Fusa-
rium spp. appartenenti a due delle Sezioni principali del genere, ossia
Elegans e Liseola, individuando eventuali correlazioni tra le specie e/o
sezioni indagate. Nell’indagine sono state utilizzate anche specie out-
group appartenenti alle sezioni Martiella (F. solani) e Sporotrichiella
(F. sporotrichioides).
• valutare il peso molecolare della tannasi, mediante elettroforesi in gel
di poliacrilammide, partendo dai filtrati colturali grezzi di alcuni isolati
che mostravano una elevata attivita` tannasica.
A tale scopo sono state condotte:
• indagini di tipo fisiologico basate sull’analisi di dati precedentemen-
te ottenuti a seguito della realizzazione di prove in piastra, condotte
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su substrato contenente acido tannico come unica fonte di carbonio,
eseguite su un range di 197 isolati di Fusarium spp.
• indagini biochimiche per la valutazione dell’attivita` enzimatica specifi-
ca delle tannasi extracellulari;
• indagini finalizzate all’analisi del peso molecolare della tannasi prodotta
da isolati selezionati di Fusarium spp. mediante elettroforesi su gel di
poliacrilammide (PAGE) in un sistema discontinuo.
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Materiali e metodi
3.1 Allevamento dei funghi
Gli isolati del genere Fusarium, utilizzati per lo svolgimento delle analisi,
appartengono a due Sezioni principali, Elegans e Liseola, e sono riporta-
ti in Tabella 3.1. Sono stati inclusi nelle indagini anche un singolo isola-
to appartenente alla Sezione Martiella e tre differenti isolati della Sezione
Sporotrichiella.
I 30 isolati oggetto di indagine, facenti parte della collezione del Diparti-
mento di Coltivazione e Difesa della Specie Legnose “G. Scaramuzzi”, sono
stati mantenuti in tubi sotto olio minerale a 4◦C per tutta la durata del-
le prove e sono stati allevati su Potato Dextrose Agar (PDA, Difco R©) a
25oC in piastre Petri (9 cm di diametro) al fine di ottenere micelio in attivo
accrescimento.
Materiali e metodi
SEZIONE SPECIE ISOLATO MATRICE
Elegans F. oxysporum 67 cipolla
3618 nc
3630 nc
3635 nc
F. oxysporum 6054 palma da dattero
f.sp. albedinis
6352 palma da dattero
F. oxysporum 3713 basilico
f.sp. basilici
F. oxysporum 6052 palma da dattero
f.sp. canariensis
6094 palma da dattero
F. oxysporum 3614 pomodoro
f.sp. lycopersici
4360 pomodoro
F. oxysporum 4285 melone
f.sp. melonis
4424 melone
Liseola F. anthophilum 37 cipolla
38 cipolla
F. moniliforme 24 cipolla
1037 mais
1049 mais
1052 mais
F. proliferatum 1011 cipolla
1182 salsola
2040 terreno
2944 cipolla
3195 cipolla
F. sacchari 3685 nc
Martiella F. solani 465 terreno
Sporotrichiella F. sporotrichioides 830 grano
862 grano
4897 grano
Tabella 3.1: Isolati di Fusarium spp. impiegati negli esperimenti e relative matrici di
origine (nc = matrice non conosciuta).
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3.2 Produzione di tannasi extracellulari: va-
lutazione in piastra
La scelta dei 30 isolati da impiegare nelle indagini biochimiche e` stata
operata analizzando i dati relativi a uno studio su un range di 197 isolati di
Fusarium spp. condotto nella Sez. di Patologia Vegetale del Dipartimento di
Coltivazione e Difesa della Specie Legnose “G. Scaramuzzi”. La selezione e`
stata effettuata prendendo in considerazione gli isolati che mostravano la mi-
gliore capacita` di utilizzare un substrato specifico, contenente acido tannico
come unica fonte di carbonio, secondo il protocollo descritto di seguito.
Ciascuno dei 197 isolati di Fusarium e` stato, infatti, allevato su un par-
ticolare substrato messo a punto da Bradoo et al. (1996) al fine di saggiare
la produzione di tannasi extracellulari da parte di Aspergillus spp.
Il substrato contiene (g L−1): acido tannico 10, agar 30, fosfato buffer pH
6 0,01 M.
Il substrato e` stato preparato sterilizzando separatamente in autoclave
(per 20 min a 121◦C) la soluzione contenente acido tannico all’1%, la solu-
zione contenente agar al 3% e la soluzione contenente fosfato buffer 0,01M a
pH 6. Dopo la sterilizzazione le due soluzioni sono state riunite e, raggiunta
la temperatura ambiente, il pH del mezzo e` stato misurato ed e` risultato
essere pari a 3,85.
Le prove sono state condotte seminando piastre Petri (9 cm di diame-
tro), contenenti 12 mL del substrato di coltura, ciascuna con un dischetto
di micelio del diametro di 6 mm ottenuto mediante l’ausilio di un foratappi
a partire dal margine di colonie in attivo accrescimento. Il dischetto e` stato
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collocato al centro di ciascuna piastra con il micelio rivolto verso il terreno di
coltura. Per ogni isolato sono quindi state realizzate tre repliche incubate alla
temperatura di 25◦C. A partire dal terzo giorno successivo alla semina, l’ac-
crescimento delle colonie e` stato misurato, ad intervalli regolari, per quattro
settimane.
Su tale substrato, e` stata valutata la capacita` dei funghi di degradare
l’acido tannico che si traduce nella produzione di un alone di chiarificazione
del substrato di crescita. La velocita` di chiarificazione e` stata espressa in mil-
limetri al giorno (mm d−1) registrando per ciascuna colonia, e per ciascuna
delle tre repliche di ogni isolato, le misure di due diametri, tra loro perpen-
dicolari, in modo da poter rilevare incrementi significativi nell’accrescimento
dell’ordine di 5 mm.
La conversione in millimetri al giorno (mm d−1) e` stata effettuata secondo
la formula:
dove
Ø1 = indica il diametro della colonia al tempo 1
Ø2 = indica il diametro della colonia al tempo 2
t1 = indica il tempo 1
t2 = indica il tempo 2
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3.3 Valutazione dell’attivita` specifica della tan-
nasi: prova preliminare e prova definitiva
L’analisi dell’attivita` enzimatica della tannasi e` stata condotta seguendo
il metodo descritto da Deschamps et al. (1983).
La realizzazione del saggio ha previsto l’attuazione di una prova preli-
minare durante la quale e` stata valutata l’idoneita` di due differenti mezzi
liquidi di crescita. Per tale prova sono stati impiegati due dei trenta isolati di
Fusarium scelti, Fusarium oxysporum 3635 e F. moniliforme 6363, in quanto
rappresentativi delle due sezioni oggetto di studio, Elegans e Liseola.
I due isolati sono stati fatti crescere, sia su Czapek Dox’s minimal me-
dium, un substrato minerale liquido contenente acido tannico come unica
fonte di carbonio (Bradoo et al., 1996), sia su Czapek Dox’s minimal medium
ottimizzato mediante l’aggiunta al mezzo di glucosio, come fonte addizionale
di carbonio (Bradoo et al., 1997).
La composizione del mezzo viene di seguito riportata (g l−1):
Acido tannico.....10
NaNO3.................2
K2HPO4...............1
MgSO4 7H2O.......0,5
FeSO4 7H2O........0,01
Al mezzo e` stato, inoltre, aggiunto 1 mL delle seguenti soluzioni: ZnSO4
(1%) e CuSO4 (0,5%).
Il mezzo ottimizzato era identico fatta eccezione per l’aggiunta di 2 g di
glucosio.
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La sterilizzazione in autoclave per 20 min a 121◦C e` stata realizzata se-
paratamente per la soluzione di acido tannico (100 mL) e per la soluzione
contenente gli elementi minerali (900 mL). Dopo la sterilizzazione le due
soluzioni sono state unite una volta raggiunta la temperatura ambiente.
L’allevamento dei funghi e` stato effettuato all’interno di beute (Tissue
culture flasks 250 mL, 75 cm2, Greiner) contenenti 50 mL di Czapek Dox
inoculate con 5x106 spore. Le sospensioni di spore sono state realizzate da
colonie di 10 giorni di eta` e la concentrazione dell’inoculo e` stata determinata
mediante conta delle spore effettuata con l’ausilio di vetrini Thoma da 200
celle.
Le beute sono, quindi, state poste ad incubare a temperatura ambiente
(25◦C) in condizioni di agitazione (Figura 3.1) per un periodo pari a 10 giorni,
effettuando rilievi corrispondenti rispettivamente a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e
10 giorni. Per ciascun tempo sono state eseguite tre repliche.
Figura 3.1: Strumento utilizzato per l’agitazione delle beute.
80
Materiali e metodi
Al termine di ciascun periodo di incubazione il contenuto di ogni beuta
e` stato filtrato mediante carta Miracloth e il micelio trattenuto dal filtro e`
stato collocato in stufa, a 50◦C per 48 h, al fine di determinarne il peso secco.
Il brodo colturale, gia` filtrato, e` stato, successivamente, ultrafiltrato uti-
lizzando filtri di nitrocellulosa (pori da 0,2 µm) e aliquotato in 5 Eppendorf
da 1,5 mL per replica (Figura 3.2).
L’arresto di tutte le attivita` metaboliche e` stato possibile collocando i
campioni in azoto liquido e conservando, in seguito, gli stessi a -80◦C fino al
momento delle analisi.
Figura 3.2: Campionamento delle colture in fermentazione liquida.
Il saggio biochimico di determinazione dell’attivita` della tannasi utilizza
come substrato l’acido tannico determinando il quantitativo di acido galli-
co che si forma a seguito della reazione di scissione dei tannini catalizzata
dall’enzima (Figura 3.3).
Per ciascuna replica di ogni campione sono stati realizzati un trattato ed
un bianco. Per quanto riguarda il trattato, il filtrato colturale (1 mL) e` stato
incubato con 1 mL di substrato (fosfato buffer 0,01 M a pH 6, contenente l’1%
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di acido tannico) per 30 minuti a 40 ◦C. A seguito del periodo di incubazione
l’acido tannico residuo e` stato precipitato con 2 mL di BSA (albumina di
siero bovino) al 2%. Quindi la centrifugazione, a 3000 g per 20 minuti, ha
consentito la formazione del pellet ed il recupero del surnatante utilizzato per
la determinazione spettrofotometrica (Pharmacia Ultrospec 2100 pro, Figura
3.4) dell’attivita` enzimatica della tannasi.
Figura 3.3: Reazione catalizzata dalla tannasi.
Il bianco e` stato realizzato in maniera analoga con l’unica differenza che
lo step di incubazione con il fosfato buffer e` stato saltato mediante aggiunta
immediata della BSA. In entrambi i casi sono state realizzate diluizioni 1:80,
collocando, in 8 mL di acqua, 100 µL di surnatante.
E’ stata, quindi, misurata l’assorbanza a 269 nm in cuvette al quarzo da
1 mL.
Per determinare l’attivita` enzimatica della tannasi e` stato necessario co-
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Figura 3.4: Spettrofotometro.
struire una curva di taratura dove sono riportati i valori di assorbanza (260
nm) di concentrazioni note di acido gallico.
La curva di taratura ottenuta presenta la seguente equazione:
y = 0.2681 x + 0.05066 (P < 0.001)
nella quale il valore dell’ascissa rappresenta la concentrazione, in µmoli, del-
l’acido gallico e quello dell’ordinata riporta l’assorbanza determinata per ogni
singolo campione. Per ciascuna aliquota di filtrato colturale, ottenuta dal
campionamento, sono state quindi effettuate due letture: una per il trattato
e una per il bianco. Quindi considerando le tre repliche per ciascun isola-
to e i due differenti substrati analizzati, oltre che i dieci differenti tempi di
incubazione valutati, per questa prova preliminare sono state eseguite 240
letture.
L’attivita` della tannasi e` stata espressa in Unita` (U), ossia la quantita`
di enzima che libera 1 µmole di acido gallico al minuto per mL di filtrato
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colturale. L’attivita` specifica veniva riferita al peso secco.
L’analisi dei risultati ottenuti da questa prova preliminare non solo ha
consentito di stabilire quale tra i due substrati saggiati fosse il migliore ma
ha anche permesso di individuare il periodo di incubazione per effettuare i
rilievi.
I 30 isolati di Fusarium spp. sono stati quindi saggiati in via definitiva
previa crescita su Czapek Dox’s minimal medium ottimizzato. In maniera
analoga alla prova preliminare sono state effettuate per ciascun isolato tre
letture, sulla base del numero delle repliche, per ciascun tempo scelto e con-
siderando sempre, per ogni aliquota, il bianco corrispondente. Tutto questo
per un totale di circa 1080 letture. Inoltre, nei casi in cui i risultati otte-
nuti apparivano incerti o poco chiari le analisi sono state ripetute, quando
necessario, anche due o tre volte.
3.4 Valutazione del peso molecolare della tan-
nasi
Diversamente dai pochi lavori presenti in letteratura, che hanno come
punto di partenza l’estratto purificato della tannasi (Hatamoto et al., 1996;
Mahendran et al., 2006), l’analisi sul peso molecolare e` stata realizzata diret-
tamente a partire dai filtrati colturali grezzi delle specie di Fusarium spp.,
conservati a -80◦C.
Sulla base dei risultati ottenuti dalle indagini biochimiche per la valuta-
zione dell’attivita` enzimatica della tannasi, sono stati scelti i tempi di incu-
bazione ritenuti migliori per ciascun isolato, ossia in corrispondenza dei quali
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ciascun fungo presentava la produzione massima.
I filtrati colturali scelti sono stati sottoposti ad elettroforesi su gel di
poliacrilammide (PAGE) in un sistema discontinuo con l’ausilio di una cella
elettroforetica (Figura 3.5) Mini-PROTEAN R© II (Bio Rad).
Figura 3.5: Cella per l’elettroforesi.
Un sistema discontinuo, detto anche multifasico, e` un sistema ad alta
risoluzione raccomandato per il frazionamento di miscele di proteine. Il mag-
giore vantaggio di questo sistema e` rappresentato dalla possibilita` di caricare
volumi relativamente elevati di campioni proteici diluiti ottenendo, in ogni
modo, una buona risoluzione delle componenti del campione. Questo perche´,
come illustrato nella Figura 3.6, le proteine vengono concentrate nella parte
superiore del gel, detta stacking gel, la quale si presenta costituita da larghi
pori ed ha un basso pH.
Quindi la separazione avviene per migrazione nella parte inferiore del
gel, chiamata resolving gel, caratterizzata invece da maglie di piccole dimen-
sioni e da un pH elevato (Hames, 1990). La differenza fondamentale tra il
sistema appena descritto e un sistema continuo risiede nella modalita` di ca-
ricamento dei campioni proteici che, in questo ultimo, avviene direttamente
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nel resolving gel, che e` dotato di maglie sufficientemente piccole da causa-
re la frammentazione dimensionale delle componenti del campione durante
l’elettroforesi.
Figura 3.6: Rappresentazione schematica del processo elettroforetico.
Sono state condotte una serie di prove per la valutazione di alcune variabili
nel processo di PAGE:
• composizione del gel di poliacrilammide. Sono stati presi in considera-
zione il sistema continuo, il sistema discontinuo, condizioni denaturanti
(dissocianti) e native [non dissocianti, in assenza di SDS (sodio dodecil
solfato)]. Le concentrazioni testate del resolving gel sono state: il 7,5%,
il 10%, il 12,5%, il 15% e il 20%.
• parametri della corsa elettroforetica, quali tempo e intensita` del vol-
taggio di corsa.
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• modalita` di colorazione del gel. Basandosi sulle informazioni presenti
in letteratura, sono stati valutati differenti protocolli di colorazione
differenziale per la localizzazione dell’attivita` enzimatica della tannasi
al fine di determinare quale fosse il piu` appropriato.
Colorazione di Ramirez-Coronel et al. (2003): consta di 5
passaggi che comprendono
• un lavaggio di 1 ora, in agitazione, in 100 mL di TRITON X-100 al
2,5% (volume/volume)
• due lavaggi da 45 minuti in 100 mL di acetato buffer pH 5,5 (10 mM)
in agitazione
• incubazione di 15 minuti, in agitazione, a 30◦C all’interno di una so-
luzione (100 mL) di acetato buffer pH 5,5 (0,1 M) contenente acido
tannico allo 0,5% (peso/volume)
• incubazione a temperatura ambiente all’interno di una soluzione (100
mL) di acetato buffer pH 5,5 (0,05 M) contenente idrocloruro di quinino
allo 0,5% (peso/volume).
Colorazione di Aoki et al. (1979) modificata secondo il proto-
collo di Ramirez-Coronel et al. (2003)
• un lavaggio di 15 minuti, in agitazione, a temperatura ambiente in 100
mL di acetato buffer pH 5,5 (0,1 M) contenente acido tannico allo 0,5%
• due lavaggi da 5 minuti, in agitazione, in 100 mL di acetato buffer pH
5,5 (0,01 M)
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• un lavaggio a temperatura ambiente in 100 mL di acetato buffer pH 5,5
(0,05 M) contenente idrocloruro di quinino allo 0,5%.
Colorazione di Aoki et al. (1979)
• incubazione a temperatura ambiente in 100 mL di acetato buffer 0,5 M
(pH 5,5) contenente acido tannico allo 0,5%
• due lavaggi, in agitazione, in acetato buffer 0,25 M (pH 5,5)
• un lavaggio, a 25◦C, in acetato buffer 0,25 M (pH 5,5) contenente idro-
cloruro di quinino allo 0,5% per consentire la rapida e uniforme for-
mazione di complessi insolubili tra l’acido tannico ed il quinino sulla
superficie del gel fatta eccezione per quelle porzioni, trasparenti, in cui
si evidenzia l’attivita` della tannasi.
Il protocollo elettroforetico SDS-PAGE (Laemmli, 1971), descritto di se-
guito, e` quello che ha fornito risultati ripetibili.
Per permettere una corretta polimerizzazione dell’acrilammide, la prepa-
razione del gel e` un processo che precede di qualche ora la corsa elettroforeti-
ca. Ciascun gel e` stato realizzato utilizzando due distanziatori, da 0,75 mm,
e ricavando, in corrispondenza della sommita` del gel, dieci pozzetti (aventi
un volume di 40 µL ciascuno) mediante l’ausilio di un pettine. Tralasciando i
due pozzetti esterni, al fine di ridurre l’effetto di bordo, e le prime due corsie,
dedicate alla corsa dei marker, i campioni sono stati caricati nei restanti sei
pozzetti.
Le soluzioni stock per la preparazione dei gel secondo il protocollo di
Hames (1990) sono le seguenti:
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• soluzione di acrilammide-bisacrilammide (30:0,8), ottenuta sciogliendo
30 g di acrilammide e 0,8 g di bisacrilammide in un volume totale di
100 mL di acqua.
• stacking gel buffer stock 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), realizzato sciogliendo
6 g di Trizma base in 40 mL di acqua, aggiustando il pH a 6,8 con HCl
1 M e portando a volume finale di 100 mL con acqua.
• resolving gel buffer stock 3 M Tris-HCl (pH 8,8), ottenuto dissolvendo
36,3 g di Trizma base in 48 mL di HCl 1 M e portando il volume finale
a 100 mL con acqua.
• sodio dodecil solfato (SDS) 10%, preparato sciogliendo 1 g di SDS in
10 mL di acqua.
• ammonio persolfato (AMPS) 1,5% (peso/volume), preparato scioglien-
do 0,15 g di AMPS in 10 mL di acqua.
• acqua bi-distillata
• TEMED (tetrametiletilendiammina)
I gel di poliacrilammide sono stati preparati come riportato di seguito:
resolving gel 12,5%: acrilammide-bisacrilammide 6,25 mL, resolving gel
buffer 1,875 mL, SDS 0,150 mL, AMPS 0,750 mL, acqua bi-distillata 5,975
mL, TEMED 7,5 µL.
stacking gel 4%: acrilammide-bisacrilammide 1,25 mL, stacking gel buffer
2,5 mL, SDS 0,1 mL, AMPS 0,5 mL, acqua bi-distillata 5,65 mL, TEMED
7,5 µL.
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Le prime due corsie di ciascun gel sono state caricate con 5 µL di due mar-
ker molecolari, al fine di determinare il peso molecolare delle bande rinvenibili
dalla corsa dei campioni.
I marcatori molecolari che sono stati utilizzati nelle corse elettroforetiche
sono stati:
SDS-6H (SIGMA); si tratta di una miscela liofilizzata di sei proteine
che coprono un range di pesi molecolari che va dai 30.000 ai 200.000 Da. Le
proteine in questione sono:
Anidrasi carbonica 29.000
Albumina (uovo) 45.000
Albumina (bovino) 66.000
Fosforilasi b 97.400
β-Galattosidasi 116.000
Miosina 205.000
SDS-7 (SIGMA); si tratta di una miscela liofilizzata di sette proteine
che coprono un range di pesi molecolari che va dai 14.000 ai 70.000 Da. Le
proteine in questione sono:
α-Lattoalbumina 14.200
Inibitore della tripsina 20.100
Tripsinogeno 24.000
Anidrasi carbonica 29.000
Gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi 36.000
Albumina (uovo) 45.000
Albumina (bovino) 66.000
Trattandosi di liofilizzati, entrambi i marker molecolari descritti sono stati
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sospesi in 1X Sample Buffer secondo le indicazioni della casa produttrice.
Sono stati sciolti 2 µg di blu di bromofenolo in 1,8 mL di buffer [Tris
HCl 0,0625 M (pH 6,8); 2 mL di SDS al 10%; 0,5 mL di β-mercaptoetanolo;
200 µL di glicerolo; acqua bi-distillata fino a volume finale di 10 mL] . La
soluzione e` stata, quindi, centrifugata a 11.600 g per 5 min e 1,5 mL del sur-
natante ottenuto sono stati utilizzati per dissolvere i marcatori liofilizzati. La
soluzione cos`ı ottenuta e` stata incubata a 100◦C per un minuto e conservata
a -20◦C.
Prima del caricamento, il filtrato colturale di ciascun isolato e` stato centri-
fugato, a 5000 g per 10 min, allo scopo di eliminare eventuali residui presenti
sottoforma di pellet. In seguito, ogni campione e` stato incubato per 5 min a
40◦C con un pari quantitativo di SDS buffer (Tris HCl 0,0625 pH 6,8; SDS
2%, glicerolo 20%, 2 µg blu di bromofenolo) secondo un rapporto 1:1. La
quantita` di campione caricata nei vari pozzetti si e` presentata variabile (1;
2,5; 5; 7,5) in dipendenza dell’isolato saggiato.
Il reservoir buffer stock (pH 8,3; Tris-HCl 0,25 M, glicina 1,92 M, SDS
1%), conservato a 4◦C, e` il tampone utilizzato per la corsa elettroforetica
condotta in camera fredda a 4◦C per un tempo approssimativo di 2 ore, delle
quali 6 min a 70 V, per consentire l’allineamento dei campioni, e 1 ora e
54 min a 140 V. Il processo e` stato eseguito previa immersione della cella
elettroforetica in una vasca contenente acqua a 4◦C, allo scopo di evitare
conseguenti aumenti di temperatura.
Al termine dell’elettroforesi ciascun gel e` stato collocato in apposite va-
schette e sottoposto a colorazione in silver staining secondo il protocollo de-
scritto da Bassam et al. (1991). Questa particolare colorazione prevede una
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serie di passaggi, in differenti soluzioni, ognuna delle quali, singolarmente,
svolge una funzione specifica.
1. fase di fissaggio; incubazione, per 20 min, in un tampone contenente
acido acetico al 10% (100 mL).
2. fasi di risciacquo; tre lavaggi con acqua bi-distillata da 2 min ciascuno.
3. fase di impregnamento; incubazione, per 30 min, in un tampone (100
mL) contenente nitrato di argento (AgNO3 1 g L
−1) e formaldeide al
37% (HCOH 1,5 mL L−1).
4. fase di risciacquo; lavaggio in acqua bi-distillata.
5. fase di sviluppo; incubazione rapida (2/5 min) in un tampone contenen-
te carbonato di sodio (Na2NO3 30 g L
−1), formaldeide al 37% (HCOH
1,5 mL L−1) e Na2S2O3 5H2O (2 mg L−1).
6. fase di arresto dello sviluppo; lavaggio, per 5 min, in un tampone
contenente acido acetico al 10% (100 mL).
7. fase di risciacquo; lavaggio di 10 min in acqua bi-distillata.
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4.1 Valutazione in piastra della produzione
di tannasi extracellulari
Le indagini fisiologiche si sono basate sull’analisi di dati precedentemente
ottenuti a seguito della realizzazione di prove in piastra, condotte su substrato
contenente acido tannico come unica fonte di carbonio, eseguite su un range
di 197 isolati di Fusarium spp.
L’analisi di tali dati ha consentito di effettuare una scelta degli isolati
appartenenti alle due sezioni oggetto dell’indagine (Elegans e Liseola) che,
tra tutti, manifestavano le migliori capacita` di chiarificazione del substrato.
I risultati relativi ai 30 isolati di Fusarium spp. scelti sono riportati di
seguito e nelle Figure 4.3-4.10 sono stati inseriti i valori di incremento gior-
naliero medio dell’alone di chiarificazione, in funzione del tempo. Il tentativo
e` stato quello di cercare di individuare in corrispondenza di quale momento
il processo di chiarificazione avesse il suo massimo, nell’ordine dei mm. A
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partire quindi dal momento dell’inoculo, considerato come tempo zero (t0),
il primo incremento nella produzione dell’alone e` stato calcolato come dif-
ferenza tra il secondo rilievo ed il primo. Quindi l’incremento giornaliero e`
dato dal rapporto tra il valore ottenuto ed il tempo trascorso tra i due rilevi
considerati.
Oltre agli isolati selezionati che appartengono alle sezioni Elegans e Li-
seola sono stati considerati due outgroup di controllo: F. solani, specie gia`
nota nel produrre di tannasi, annoverato in bibliografia, appartenente alla
sezione Martiella e F. spororichioides, specie che nella prova ha evidenziato
la produzione esclusiva di laccasi, e non di tannasi, appartenente alla sezione
Sporotrichiella.
L’accrescimento di F. sporotrichiodes sul substrato in questione ha con-
sentito di notare la formazione di una colorazione bruna del mezzo, che non
procede di pari passo con la crescita vegetativa del fungo (Figura 4.1). Que-
sto fenomeno di imbrunimento e` dovuto all’azione di polifenolossidasi di tipo
laccasi, come confermato da precedenti lavori (Bavendamm, 1928; Rigling et
al., 1989; Pati, 2003; Montanari, 2004; Tardelli, 2004).
Diversamente e` stato possibile osservare che la chiarificazione del substra-
to (Figura 4.2), dovuta all’azione catalitica della tannasi sull’acido tannico,
procede di pari passo con la crescita vegetativa del fungo.
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Figura 4.1: Imbrunimento del substrato contenente acido tannico come unica fonte di
carbonio da parte degli isolati di Fusarium sporotrichioides.
Figura 4.2: Chiarificazione del substrato contenente acido tannico come unica fonte di
carbonio da parte di alcuni isolati di Fusarium spp.
All’interno della sezione Elegans sono i soli isolati di F. oxysporum a mani-
festare una certa eterogeneita` di comportamento con un incremento variabile
dai 2,4 ai 7,6 mm d−1 in tempi differenti (Figura 4.3).
Gli isolati 3618 e 3630 manifestano in corrispondenza del 3◦ giorno il
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valore massimo di incremento dell’alone di chiarificazione (4,3 e 7,6 mm d−1),
incremento che subisce nei tempi successivi una notevole diminuzione.
L’isolato 67, mostra valori non statisticamente significativi tra l’8◦ e il
18◦ giorno con un valore massimo pari a 2,6 mm d−1. F. oxysporum 3635 ha
evidenziato valori uguali a tutti i tempi considerati (8◦-23◦ giorno) con un
valore massimo di 2,4 mm d−1.
Diversamente le forme speciali di F. oxysporum mostrano un comporta-
mento piu` omogeneo (Figura 4.4). F. oxysporum f. sp. albedinis e F. oxyspo-
rum f. sp. canariensis evidenziano entrambi un incremento massimo dell’alo-
ne pari, rispettivamente, a 1,8-1,9 mm d−1 e 1,9-2,0 mm d−1. In F. oxysporum
f. sp. basilici, F. oxysporum f. sp. lycopersici e F. oxysporum f. sp. melonis
l’incremento massimo dell’alone oscilla tra valori di 1,7-2,9 mm d−1. Tutti gli
isolati, tranne il 6352, mostrano valori non statisticamente significativi tra
l’8◦ e il 23◦ giorno.
Per quanto concerne la sezione Liseola, F. anthophylum 37 ha un picco
di chiarificazione di 2,4 mm d−1 statisticamente significativo al 9◦ giorno
mentre l’isolato 38 mostra valori non statisticamente significativi tra il 6◦ e il
18◦ giorno con un incremento massimo dell’alone pari a 2,2 mm d−1 (Figura
4.5).
Gli isolati di F. moniliforme manifestano una variabilita` maggiore per
quanto riguarda gli incrementi, che vanno dai 2,6 ai 4,5 mm d−1 ma non per
cio` che concerne la tempistica pari a 4 giorni, fatta eccezione per l’isolato
1049.
In particolare, gli isolati 24 e 1052 manifestano in corrispondenza del 4◦
giorno il valore massimo di incremento dell’alone di chiarificazione (4,5 e 3,0
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mm d−1), incremento che subisce nei tempi successivi una notevole diminu-
zione. L’isolato 1037 mostra valori non statisticamente significativi tra il 4◦ e
il 9◦ giorno con un incremento massimo dell’alone pari a 2,6 mm d−1. F. mo-
niliforme 1049 ha un picco di chiarificazione di 3,1 mm d−1 statisticamente
significativo al 9◦ giorno mentre l’isolato 6363 mostra valori non statisti-
camente significativi tra il 4◦ e il 12◦ giorno con un incremento massimo
dell’alone pari a 2,8 mm d−1 (Figura 4.6).
La stessa situazione si ripresenta per gli isolati di F. proliferatum tra i
quali solo l’1182 evidenzia il massimo incremento in corrispondenza dei 9
giorni, mentre tutti gli altri hanno un picco a 4 giorni variabile dai 2,3 ai 3,8
mm d−1.
Gli isolati 1011, 2040 e 2944 manifestano in corrispondenza del 4◦ gior-
no il valore massimo di incremento dell’alone di chiarificazione (2,8, 2,3 e
3,0 mm d−1), incremento che subisce nei tempi successivi una diminuzio-
ne significativa. L’isolato 1182 ha un picco di chiarificazione di 2,8 mm d−1
statisticamente significativo al 9◦ giorno mentre l’isolato 3195 mostra valori
non statisticamente significativi tra il 4◦ e il 12◦ giorno con un incremento
massimo dell’alone pari a 2,6 mm d−1 (Figura 4.7).
F. sacchari, infine, e` quello che ha mostrato in corrispondenza del 3◦
giorno il valore massimo di incremento dell’alone di chiarificazione (5,5 mm
d−1), incremento che subisce nei tempi successivi una notevole diminuzione
(Figura 4.8).
In relazione ai due outgroup considerati occorre evidenziare il comporta-
mento di F. solani (Figura 4.9) il quale, mostra valori non statisticamente
significativi tra il 3◦ e il 14◦ giorno manifestando un picco di incremento al
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3◦ giorno pari a 2,0 mm d−1.
Per quanto concerne gli isolati di F. sporotrichioides (Figura 4.10) e` ne-
cessario focalizzare l’attenzione sul fatto che questi funghi non chiarificano
il substrato percio` il loro andamento e` relativo al processo di imbrunimento.
Tutti gli isolati mostrano un comportamento analogo con un picco di incre-
mento statisticamente significativo al 3◦ giorno e valori compresi tra 5,6 e 7,0
mm d−1. Al 4◦ giorno si evidenzia una drastica riduzione nei valori relativi
all’alone di imbrunimento del substrato che, tuttavia, al 7◦ giorno aumenta
nuovamente in maniera significativa per poi subire un nuovo decremento al
15◦ giorno.
In sintesi i risultati relativi ai 30 isolati di Fusarium spp. scelti hanno con-
sentito di rilevare una differenza di comportamento tra gli isolati appartenenti
alle due Sezioni.
Nella Sezione Elegans tutti gli isolati mostrano un incremento statisti-
camente significativo dell’alone all’8◦ giorno tranne il caso di due isolati di
F. oxysporum (3618 e 3630) che, al contrario, lo evidenziano molto prima e
precisamente al 3◦ giorno.
Analizzando i risultati relativi alle specie di Fusarium appartenenti alla
Sezione Liseola e` emerso che la maggior parte degli isolati mostra un incre-
mento statisticamente significativo dell’alone al 3◦- 4◦ giorno, mentre pochi
isolati mostravano picchi significativi al 6◦- 9◦ giorno (F. anthophylum 37 e
38, F. moniliforme 1049 e F. proliferatum 1182).
Mentre il tempo in corrispondenza del quale viene raggiunto l’incremento
massimo nella produzione dell’alone differisce chiaramente tra le due Sezioni
principali, non e` possibile fare la medesima valutazione per la quantificazione
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dell’incremento poiche´ sia nell’ambito delle Sezioni che delle specie si osserva
una notevole variabilita`. Fanno eccezione le forme speciali di F. oxysporum,
poiche` hanno evidenziato un comportamento piu` omogeneo.
Nel caso di F. solani, specie appartenente alla Sezione Martiella, gia` nota
come produttrice di tannasi extracellulari e utilizzata, nelle indagini, come
outgroup positivo, i valori di incremento massimo nella produzione dell’alone
di chiarificazione non si discostano da quelli delle altre due Sezioni, sebbene
il tempo in corrispondenza del quale esso viene raggiunto sia molto breve (3◦
giorno).
L’abilita` di numerose specie di Fusarium, appartenenti a Sezioni diverse,
di crescere su un substrato agarizzato contenente tannini e saccarosio (TAN
agar) e` stata valutata per la prima volta da Thrane (1986) e successivamente
da Nanni (1991) e Nanni et al. (1994). Questa capacita`, risultata essere sta-
bile all’interno delle singole specie, si presenta variabile tra le diverse specie
all’interno di una stessa sezione. Tra le specie definite TAN+, ossia quelle in
grado di accrescersi in presenza di acido tannico, sono incluse F. oxysporum,
F. proliferatum, F. moniliforme, F. solani e F. sporotrichioides. Sebbene il
substrato utilizzato dagli Autori non sia identico a quello utilizzato nelle
prove di questo lavoro, anche nel nostro caso le specie sopra citate si sono
mostrate in grado di accrescersi in presenza di acido tannico.
Un metodo semplice e piuttosto rapido per la valutazione in piastra della
produzione di tannasi extracellulari da parte di funghi filamentosi e` stato
messo a punto da Bradoo et al. (1996) ed e` stato utilizzato anche in questo
studio. Fra le specie fungine saggiate, oltre a quelle piu` note per la produzione
di tannasi, quali Aspergillus e Penicillium, per la prima volta sono state
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utilizzate anche F. solani e F. oxysporum.
La metodologia adottata in questo studio per valutare in vivo l’attivita`
della tannasi si e` dimostrata di enorme utilita` per la caratterizzazione degli
isolati delle varie specie di Fusarium. A conferma e completamento di queste
indagini risulta necessaria, tuttavia, anche la valutazione dell’attivita` enzi-
matica in vitro al fine di enucleare il comportamento dei singoli isolati. E’
infatti riduttivo valutare la capacita` di scindere ed utilizzare l’acido tannico
esclusivamente mediante analisi di tipo fisiologico.
Figura 4.3: Incremento medio giornaliero dell’alone di chiarificazione negli isolati di F.
oxysporum in funzione del periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media di tre
rilevamenti e la barra indica la deviazione standard. Medie con lettere uguali non sono
significativamente diverse per P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte di
variabilita`.
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Figura 4.4: Incremento medio giornaliero dell’alone di chiarificazione negli isolati delle
forme speciali di F. oxysporum in funzione del periodo di incubazione. Ogni valore rap-
presenta la media di tre rilevamenti e la barra indica la deviazione standard. Medie con
lettere uguali non sono significativamente diverse per P=0,05 a seguito dell’ANOVA con
il tempo come fonte di variabilita`.
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Figura 4.5: Incremento medio giornaliero dell’alone di chiarificazione negli isolati di F.
anthophylum in funzione del periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media di
tre rilevamenti e la barra indica la deviazione standard. Medie con lettere uguali non sono
significativamente diverse per P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte di
variabilita`.
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Figura 4.6: Incremento medio giornaliero dell’alone di chiarificazione negli isolati di F.
moniliforme in funzione del periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media di
tre rilevamenti e la barra indica la deviazione standard. Medie con lettere uguali non sono
significativamente diverse per P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte di
variabilita`.
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Figura 4.7: Incremento medio giornaliero dell’alone di chiarificazione negli isolati di F.
proliferatum in funzione del periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media di
tre rilevamenti e la barra indica la deviazione standard. Medie con lettere uguali non sono
significativamente diverse per P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte di
variabilita`.
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Figura 4.8: Incremento medio giornaliero dell’alone di chiarificazione nell’isolato di F.
sacchari in funzione del periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media di tre
rilevamenti e la barra indica la deviazione standard. Medie con lettere uguali non sono
significativamente diverse per P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte di
variabilita`.
Figura 4.9: Incremento medio giornaliero dell’alone di chiarificazione nell’isolato di F.
solani in funzione del periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media di tre
rilevamenti e la barra indica la deviazione standard. Medie con lettere uguali non sono
significativamente diverse per P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte di
variabilita`.
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Figura 4.10: Incremento medio giornaliero dell’alone di imbrunimento negli isolati di F.
sporotrichioides in funzione del periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media
di tre rilevamenti e la barra indica la deviazione standard. Medie con lettere uguali non
sono significativamente diverse per P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte
di variabilita`.
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4.2 Valutazione dell’attivita` specifica della tan-
nasi: prova preliminare
L’esecuzione della prova preliminare ha consentito di ottenere dati sulla
base dei quali e` stato possibile effettuare le scelte necessarie alla prosecuzione
delle indagini.
Per quanto concerne la tempistica di incubazione, nell’ambito dei 10 tem-
pi presi in considerazione, e` stata osservata, tra l’isolato 3635 di F. oxysporum
e l’isolato 6363 di F. moniliforme, una notevole differenza di comportamen-
to tra i 4 e i 9 giorni. I due isolati, tuttavia, non hanno manifestato, nei
tre momenti precedenti il 4◦ giorno ed in quello successivo al 9◦, attivita`
specifica determinabile. Questa osservazione ha consentito di eliminare, tra i
tempi inizialmente indagati, il 1◦, il 2◦, il 3◦ ed il 10◦ giorno, portando cos`ı a
concludere che un range di sei tempi, che vanno dal 4◦ al 9◦ giorno, e` suffi-
cientemente ampio per rilevare i momenti chiave dell’attivita` specifica della
tannasi e caratterizzare, in tal senso, i vari isolati.
In merito alla tipologia di substrato ottimale per il processo di fermenta-
zione liquida, i risultati delle analisi biochimiche hanno evidenziato chiara-
mente un’attivita` specifica maggiore in presenza di fonti di carbonio aggiun-
tive all’acido tannico nel mezzo di coltura, consentendo di concludere che lo
Czapek Dox’s minimal medium ottimizzato rappresenta il mezzo piu` idoneo
per la realizzazione delle indagini.
Tali risultati concordano con quanto osservato da Bradoo et al. (1997)
in uno studio sull’ottimizzazione dei parametri per la produzione di tannasi
extracellulare in Aspergillus japonicus.
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In particolare, l’isolato 6363 di F. moniliforme ha manifestato, in en-
trambi i substrati, un andamento similare con un picco di attivita` massima
in corrispondenza del medesimo tempo (7◦ giorno). La differenza sostanzia-
le tra le due prove e` prettamente quantitativa dal momento che l’attivita`
specifica riscontrata nel substrato ottimizzato e` pari, all’incirca, al doppio di
quella rilevata nel substrato minimo.
In maniera del tutto differente si comporta, invece, l’isolato 3635 di F.
oxysporum dal momento che manifesta un andamento completamente diverso
nei due substrati di fermentazione. Infatti, mentre nel mezzo di coltura mini-
mo si evidenzia un’attivita` specifica determinabile solo in corrispondenza del
9◦ giorno, nel mezzo di coltura ottimizzato la medesima attivita` manifesta
un andamento piramidale che ha il suo picco massimo in corrispondenza del
5◦ giorno di incubazione. Occorre pero` sottolineare come i valori dell’attivita`
specifica massima registrati per l’isolato 3635 di F. oxysporum siano risultati
5 volte inferiori rispetto a quelli rilevati per l’isolato 6363 di F. moniliforme.
4.3 Valutazione dell’attivita` specifica della tan-
nasi: prova definitiva
La valutazione dell’attivita` specifica della tannasi e` stata quindi determi-
nata nei 30 isolati di Fusarium spp. nell’intervallo di tempo che intercorreva
tra il 4◦ giorno dalla messa in coltura delle sospensioni di spore ed il 9◦ gior-
no. In realta` per diversi isolati fungini, in questo intervallo di tempo e nelle
condizioni sperimentali considerate, non e` stato possibile determinare alcuna
attivita` enzimatica; per questo motivo verranno presentati soltanto quelli per
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cui la determinazione e` stata possibile.
Nell’ambito della sezione Elegans, dei quattro isolati di F. oxysporum il
3618, il 3630 ed il 3635 hanno evidenziato attivita` tannasica (Figura 4.11),
mentre per l’isolato 67 non e` mai stata registrata alcuna attivita`.
Figura 4.11: Attivita` specifica dell’enzima tannasi negli isolati di F. oxysporum in fun-
zione del periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media di tre repliche e la
barra indica la deviazione standard. Medie con lettere uguali non sono significativamente
diverse per P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte di variabilita`.
Tra i tre isolati che presentavano attivita` tannasica, il 3618 evidenziava
valori piu` elevati e caratteristicamente 5 e 6 giorni dopo l’inoculazione. Anche
per gli altri due isolati, il 3630 ed il 3635, si osservava un picco di attivita`
rispettivamente al 5◦ e al 6◦ giorno.
Le forme speciali di F. oxysporum che presentavano attivita` tannasica
erano gli isolati 3713 di F. oxysporum f.sp. basilici (Fob), 6094 di F. oxy-
sporum f.sp. canariensis (Foc), 4360 di F. oxysporum f.sp. lycopersici (Fol)
e 4285 di F. oxysporum f.sp. melonis (Fom) (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Attivita` specifica dell’enzima tannasi negli isolati delle forme speciali di F.
oxysporum in funzione del periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media di
tre repliche e la barra indica la deviazione standard. Medie con lettere uguali non sono
significativamente diverse per P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte di
variabilita`.
In realta`, solo nell’isolato 4285 l’attivita` della tannasi era registrabile dal
4◦ al 7◦ giorno dall’inoculo, in quanto negli altri tre isolati, l’attivita` era
osservabile solo al 5◦ ed al 7◦ giorno, rispettivamente nell’isolato 3713 e negli
isolati 6094 e 4360. Da sottolineare come anche nell’isolato 4285 l’attivita`
della tannasi era significativamente piu` elevata al 6◦ ed al 7◦ giorno.
Per quanto concerne la sezione Liseola, tutti gli isolati di F. moniliforme,
ad eccezione del 1037, presentavano attivita` tannasica (Figura 4.13). E’ evi-
dente come gli isolati 24 e 1049 manifestavano i valori piu` elevati di attivita`
specifica dal 6◦ all’8◦ giorno dall’inoculo. Per l’isolato 24 l’attivita` diminuiva
significativamente con il tempo, passando da un valore di circa 1150 U g−1
ps al 6◦ giorno a 227 U g−1 ps al giorno 8.
Anche per l’isolato 6363, l’attivita` specifica era confinata nel periodo di
tempo tra il 6◦ e l’8◦ giorno senza peraltro differenze significative. Infine, per
l’isolato 1052 l’attivita` specifica era relegata in corrispondenza dell’8◦ giorno.
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Figura 4.13: Attivita` specifica dell’enzima tannasi negli isolati di F. moniliforme in
funzione del periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media di tre repliche e la
barra indica la deviazione standard. Medie con lettere uguali non sono significativamente
diverse per P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte di variabilita`.
Dei 5 isolati di F. proliferatum, solo il 1011 e l’1182 presentavano, anche se
molto bassi, livelli di attivita` specifica delle tannasi al 6◦ giorno di incubazione
(Figura 4.14).
Singolare e` apparso il comportamento dell’isolato 3685 di F. sacchari che
ha manifestato livelli di attivita` molto elevati (1137 U g−1 ps), ma evidenti
solo in corrispondenza del 4◦ giorno (Figura 4.15). Infatti, nel periodo di
tempo successivo non si e` registrata alcuna attivita` da parte di questo isolato.
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Figura 4.14: Attivita` specifica dell’enzima tannasi negli isolati di F. proliferatum in
funzione del periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media di tre repliche e la
barra indica la deviazione standard. Medie con lettere uguali non sono significativamente
diverse per P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte di variabilita`.
Figura 4.15: Attivita` specifica dell’enzima tannasi nell’isolato di F. sacchari in funzione
del periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media di tre repliche e la barra indica
la deviazione standard. Medie con lettere uguali non sono significativamente diverse per
P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte di variabilita`.
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Nell’ambito della sezione considerata, ossia Liseola, entrambi i F. antho-
phylum non erano abili a scindere l’acido tannico.
Per quanto riguarda gli isolati considerati come controllo, ed in parti-
colare F. solani della sezione Martiella e F. sporotrichioides della sezione
Sporotrichiella, gli andamenti dell’attivita` specifica vengono riportati nelle
Figure 4.16 e 4.17. L’isolato 465 di F. solani manifestava un’attivita` eleva-
ta in corrispondenza sia del 6◦ che del 7◦ giorno dall’incubazione (Figura
4.16). Occorre sottolineare come la specie F. solani sia tra le poche specie
di Fusarium note per la capacita` di scindere l’acido tannico (Bradoo et al.,
1996).
Figura 4.16: Attivita` specifica dell’enzima tannasi nell’isolato di F. solani in funzione del
periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media di tre repliche e la barra indica
la deviazione standard. Medie con lettere uguali non sono significativamente diverse per
P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte di variabilita`.
Gli isolati di F. sporotrichioides sono stati utilizzati come outgroup ne-
gativi in quanto non hanno dimostrato, nelle prove in piastra, di chiarificare
il substrato e per tale motivo sono stati considerati incapaci di produrre e
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estrudere la tannasi. In realta` gli isolati 862 e 4897 hanno evidenziato atti-
vita` specifica in corrispondenza rispettivamente del 5◦ e del 4◦ e 5◦ giorno
dall’inoculo (Figura 4.17). Diversamente da quanto atteso, l’attivita` specifica
era caratterizzata anche da valori particolarmente elevati (1705 e 1158 U g−1
ps, rispettivamente per l’isolato 4897 e 862).
Figura 4.17: Attivita` specifica dell’enzima tannasi negli isolati di F. sporotrichioides in
funzione del periodo di incubazione. Ogni valore rappresenta la media di tre repliche e la
barra indica la deviazione standard. Medie con lettere uguali non sono significativamente
diverse per P=0,05 a seguito dell’ANOVA con il tempo come fonte di variabilita`.
Il confronto dei risultati ottenuti dalle indagini fisiologiche e biochimiche
ha consentito di evidenziare che, in generale, non esiste una correlazione
diretta tra i due tipi di analisi effettuate. Tale osservazione contrasta con
quanto osservato da Bradoo et al. (1996) secondo i quali esisterebbe una alta
correlzione tra il saggio in piastra e il saggio biochimico quantitativo.
D’altra parte il processo di chiarificazione e` il risultato visibile in vivo
di un complesso processo fisiologico di cui l’attivita` della tannasi e` l’even-
to chiave. Le analisi biochimiche, invece, rappresentano la determinazione in
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vitro dell’attivita` dell’enzima in un momento ed in condizioni sperimenta-
li specifiche. In funzione di queste considerazioni e sulla base dei risultati
ottenuti appare chiaro che la produzione dell’alone di chiarificazione non e`
direttamente connessa alla misura dell’attivita` specifica dell’enzima. A con-
ferma di cio` due degli isolati di F. sporotrichioides (862 e 4897), che in piastra
non chiarificano ma imbruniscono il substrato, hanno mostrato una notevo-
le attivita` specifica dell’enzima. L’imbrunimento operato da questi isolati e`
ascrivibile all’attivita` di polifenolossidasi di tipo laccasi che tipicamente os-
sidano i fenoli, i quali derivano direttamente dall’azione di scissione operata
dalla tannasi sull’acido tannico presente nel substrato. In realta` l’evento vi-
sibile era rappresentato dal solo imbrunimento, senza chiarificazione, da cui
si puo` ipotizzare che questi isolati non riescano a svilupparsi sul substrato
contente acido tannico come dimostrato dal ridotto sviluppo della colonia.
Nella Sezione Liseola quasi tutti gli isolati presentavano un’attivita` tan-
nasica tra il 6◦ e l’8◦ giorno mentre per la maggior parte di essi l’incremento
statisticamente significativo dell’alone era tra il 3◦ e il 4◦ giorno. Nel caso de-
gli isolati F. moniliforme 1049 e F. proliferatum 1182 esisteva una maggiore
corrispondenza tra chiarificazione e attivita` specifica dell’enzima: l’attivita`
della tannasi era registrabile rispettivamente al 7◦ e 6◦ giorno e l’incremento
massimo dell’alone era in corrispondenza del 9◦ giorno in ambedue i casi. Nel
caso di F. sacchari caratterizzato dal valore massimo dell’alone di chiarifica-
zione al 3◦ giorno era registrabile anche uno tra i valori piu` elevati di attivita`
specifica della tannasi al 4◦ giorno.
Tuttavia, nell’ambito della Sezione Elegans possono essere delineati alcu-
ni comportamenti comuni. Infatti la maggior parte degli isolati ha mostrato
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un’attivita tannasica tra il 5◦ e il 7◦ giorno e cioe` in un periodo antece-
dente all’incremento massimo dell’alone di chiarificazione che era per quasi
tutti gli isolati all’8◦ giorno. Le eccezioni sono rappresentate dagli isolati
3618 e 3630 che, pur manifestando attivita` tannasica nel range tipico della
Sezione, mostravano un picco di chiarificazione al 3◦ giorno che si riduceva
significativamente fino al 18◦ giorno.
Un risultato interessante e` apparso la relazione tra valori di attivita` tan-
nasica elevati e precocita` nel processo di chiarificazione del substrato. Infat-
ti, per alcuni isolati (F. oxysporum 3618, F. moniliforme 24 e F. sacchari
3685) che presentavano in tempi relativamente brevi incrementi massimi del-
l’alone di chiarificazione, sono stati rilevati anche livelli di attivita` specifica
dell’enzima tannasi significativamente superiori a tutti gli altri.
I risultati delle indagini biochimiche ottenuti con l’isolato 465 di F. solani
confermano quanto gia` noto in letteratura sull’elevata capacita` tannasica di
questa specie (Bradoo et al., 1996). Infatti, e` stato possibile osservare che i
valori di attivita` specifica sono notevolmente superiori a quelli osservati per
tutte le altre specie di Fusarium.
In conclusione i dati ottenuti mediante i saggi biochimici hanno fornito
risultati interessanti anche se caratterizzati da un’ampia variabilita` e una
non perfetta corrispondenza con le indagini fisiologiche. Questo studio puo`,
tuttavia, rappresentare la base di partenza per ulteriori studi eco-fisiologici
della tannasi nel genere Fusarium.
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4.4 Valutazione del peso molecolare della tan-
nasi
Al fine di valutare il peso molecolare della tannasi, i filtrati colturali grezzi
degli isolati 6363 di F. moniliforme e 465 di F. solani, sono stati sottoposti
ad elettroforesi su gel di poliacrilammide (PAGE) in un sistema discontinuo.
Sono state effettuate diverse prove per stabilire quali fossero le condizioni
ottimali di corsa relativamente a: concentrazione del gel, volume dei campioni
da caricare, temperatura e tempo di corsa.
Inoltre, sono state eseguite due differenti tipologie di corsa elettroforeti-
ca, una PAGE in condizioni native, senza SDS, e una PAGE in condizioni
denaturanti, con SDS.
Quando la separazione elettroforetica e` stata realizzata caricando estratti
in condizioni native non sono mai stati ottenuti risultati positivi poiche´ non e`
mai stato possibile rilevare alcuna banda dell’attivita` enzimatica della tannasi
nel gel dopo la colorazione specifica. Una possibile spiegazione di tale risultato
e` che il nostro campione di partenza non era un prodotto purificato bens`ı il
filtrato colturale grezzo, lo stesso utilizzato per la realizzazione delle prove
biochimiche.
La localizzazione dell’attivita` tannasica in gel di poliacrilammide e` stata
evidenziata in Aspergillus niger e Paecilomyces variotii utilizzando estratti
purificati o parzialmente purificati dell’enzima (Ramirez-Coronel et al., 2003;
Mahendran et al., 2006).
Diversamente, in condizioni denaturanti, pur partendo da estratti coltura-
li grezzi, e` stato possibile ottenere risultati soddisfacenti e la determinazione
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del peso molecolare delle bande rilevate e` stata fatta calcolando la retta di
regressione dei logaritmi dei pesi molecolari dei markers in funzione della
distanza di migrazione delle varie bande dal pozzetto di caricamento.
Il risultato dell’elettroforesi del campione 6363 di F. moniliforme (Figura
4.18) ha evidenziato, mediante colorazione silver staining, la presenza di due
bande con un peso molecolare di circa 45,4 e 41,7 kDa.
Figura 4.18: Elettroforesi in gel di poliacrilammide dell’estratto dell’isolato 6363 di F.
moniliforme.Le prime due lane sono relative, rispettivamente, alla corsa dei marker SDS-
6H (a), ad alto peso molecolare, e SDS-7 (b), a basso peso molecolare. La 3◦ e la 4◦ lane
invece sono relative a due differenti volumi dell’estratto: rispettivamente, 1 l (c) e 2,5 l
(d). Sono evidenziate le due bande osservate e riportati i pesi molecolari corrispondenti.
Anche per quanto concerne l’isolato 465 di F. solani (Figura 4.19) sono
state individuate due bande aventi un peso molecolare di circa 52,7 e 48,3
kDa.
E’ possibile osservare come, nonostante la diversita` di peso molecolare
intercorrente tra le due bande, in realta` esse presentano una differenza, in
entrambi i casi, di circa 4 kDa.
Il peso molecolare delle tannasi purificate varia da 59.000 a 300.000 Dal-
tons, con un numero di subunita` che va da 2 a 8 (Farias et al., 1994; Skene e
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Figura 4.19: Elettroforesi in gel di poliacrilammide dell’estratto dell’isolato 465 di F.
solani. Le prime due lane sono relative, rispettivamente, alla corsa dei marker SDS-6H (a),
ad alto peso molecolare, e SDS-7 (b), a basso peso molecolare. La 3◦ e la 4◦ lane invece
sono relative a due differenti volumi dell’estratto: rispettivamente, 1 l (c) e 2,5 l (d). Sono
evidenziate le due bande osservate e riportati i pesi molecolari corrispondenti.
Brooker, 1995; Hatamoto et al., 1996; Lekha e Lonsane, 1997). Cio` puo` essere
attribuito alle differenze tra i vari microrganismi produttori di tannasi. Le su-
bunita` descritte sono state definite diversamente dai vari Autori e i loro pesi
molecolari possono variare in dipendenza del loro profilo di glicosilazione.
I risultati ottenuti mediante SDS-PAGE ci hanno permesso di ipotizza-
re che nei due isolati considerati la tannasi sia multimerica e costituita da
almeno due subunita`.
In Paecylomyces variotii, l’elettroforesi dell’enzima in condizioni denatu-
ranti ha evidenziato la presenza di una singola banda di 45 kDa, in Aspergillus
niger sono state rilevate due bande di 90 e 180 kDa (Ramirez-Coronel et al.,
2003; Mahendran et al., 2006). In Aspergillus oryzae a seguito di SDS-PAGE
e` stata evidenziata una banda a circa 60 kDa che ha prodotto due bande di
circa 30 e 33 kDa quando il campione e` stato digerito con N-glicosidasi F per
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eliminare la parte glicosidica della proteina (Hatamoto et al., 1996).
I risultati di queste indagini elettroforetiche sono da ritenersi del tutto pre-
liminari poiche´ ottenuti utilizzando estratti colturali grezzi. Tuttavia le espe-
rienze condotte per la prima volta su alcune specie di Fusarium costituiscono
la base di partenza per ulteriori studi sulla purificazione e caratterizzazione
molecolare della tannasi in questo fungo.
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